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(3) Vorrichtung zur Referenzierung von Fluoreszenzsignalen 

@ Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Referenzie- 
rung von Fluoreszenzsignalen und/oder zur Kalibrierung 
von Fluoreszenzdetektionssystemen, wobei die Vorrich- 
tung einen im Wesentlichen nicht fluoreszierendenTrager 
umfasst, auf dem in mehreren definierten Bereichen Po- 
lymerschichten mit zum Teil unterschiedlicher Dicke und/ 
oder Zusammensetzung aufgebracht sind. Diese Poly- 
merschichten sind derartig auf den Trager aufgebracht, 
dass sie nach entsprechender Bestrahlung fluoreszieren 
und die Vorrichtung damit als Fiuoreszenzeichstandard 
verwendet werden kann. Ferner betrifft die Erfindung Ver- 
fahren zur Herstellung von solchen Fluoreszenzeichstan- 
dards. 
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Beschreibung 

|0001] Die Erfindung belrifft cine Vorrichtung, die den 
Vcrgleich der Ahhildungseigenschaflen und Signalcmpfind- 
Jichkeit von Fluoreszenzdclcklions.syslemen und die lest- 5 
spezifische Rcferenzierung von FJuoreszenzsignalen ennog- 
lichl, sowie Verfahren zu ihrer Hersl.ellung. 
[0002] Biomedizinische TesLs basieren haufig auf deni 
Nachweis eincr Wechseiwirkung zwischen einem Molekul 
bzw. einer Affinitatsmatrix, dessen Identital bzw. deren Be- 10 
schaffenheit bekannt. ist (Sonde), und eineni nachzuwei sen- 
den, unbekannien Molekul bzw. nachzuweisenden. unbe- 
kannten Molekiilen (Ziel- bzw. Targe ttnolekul oder Target). 
[0003] Bei modernen Tests sind die Sonden, so es sich bei 
ihnen um Molekule handelt, haufig in Form eincr Subslanz- 15 
bibliothck in bekannter Menge und Position auf Tragern im- 
mobilisierl.. Solche Vorrichtungen werden auch Sondcn-Ar- 
rays odcr Chips genannt. Ein Sondcn-Array umfasst charak- 
ieristischerweise mehrere so genannie Array-Eiemenle, bei 
denen es sich um die Bereiche eines Sonden- Arrays handcll. 20 
in denen eine besummte Molekularsonde haufig in mehrfa- 
chcr Kopie iminobilisiert isL Die Summe aller be leg I en Ar- 
ray-Eiemenle bildet damil das Sonden -Array. 
[0004] Die Immobilisierung von molekularen Sonden in 
Form einer Subslanzbibliolhek auf Sonden- Arrays ermog- 25 
lichl es, eine Probe, die die nachzuweisenden Target-Mole- 
kulc enthalt, parallel an rnehreren Sonden gleichzeitig zu 
analysieren, was eine syslemalische Analyse mil. hohem 
Durchsatz bei geringem 2Seil auf wand ermog lichl (high 
throughput screening, D. J. Lockhart, E. A. Winzeler, Ge- 30 
nomics. Gene Expression and DNA Arrays, Nature 2000, 
405, 827-836). Fiir die Herstellung der Sonden- Arrays wer- 
den die Sonden ublicherweise in vorgegebener Art und 
Weise auf einer geeigneten, beispielsweise in WO 00/12575 
beschriebenen Matrix iminobilisiert (siehe z. B. 35 
US 5,412,087, WO 98/36827) bzw. svnthetisch erzeugt 
(siehe z.B.US 5,143,854). 

[0005] Der Nachweis einer Wechseiwirkung zwischen der 
Sonde und dem Targetmolekul erfolgt prinzipiell folgender- 
maBen: 40 
Die Sonde bzw. die Sonden werden in vorgegebener Art und 
Weise an einer bestimmten Matrix in Form eines Sonden- 
Arrays fixiert. Die Targets werden dann in einer Losung mil 
den Sonden in Kontakl gebracht. und unter definierten Be- 
dingungen inkubiert. Weisen die Sonde und das Targetmole- 45 
kiil aufgrund von komplementaren Eigenschaften eine Affi- 
nitat zueinander auf, so findel wahrend der Inkubation zwi- 
schen der Sonde und dem Target, eine spezifische Wechsei- 
wirkung statt. Die dabei auftretende Bindung ist deutlich 
stabiler als die Bindung von Targetmolekulen an Sonden, 50 
die fiir das Targetmolekul nicht spezifisch sind. 
[0006] Zum Entfernen von un spezifisch gebundenen Tar- 
ge tmolekulen wird das System mil entsprechenden Losun- 
gen gewaschen oder crwarmt bzw. entsprechend restriktiv 
wirkenden MaBnahmen unterworfen. 55 
[0007] Der Nachweis der spezifischen Wechseiwirkung 
zwischen einem Target und seiner Sonde kann dann durch 
eine Vielzahl von Verfahren erfolgen, die in der Regel von 
der Art des Markers abhangen, der je nach Aufbau des Ex- 
periments vor, wahrend oder nach der Wechseiwirkung des 60 
Targetmolekuls mil dem Sonden- Array in die Targetmole- 
kule oder in die Sonden molekule eingebracht worden ist. 
Bei solchen Markem kann es sich z. B. um fiuoreszierende 
Gruppen, um radioaktive Markierungen, um Enzyme oder 
chcmolumincszicrcndc Molekule handcln, wobci die zu vcr- 65 
wendende Nachweismethode sich nach der Art des Markers 
richtet (A. Marshall, J. Hodgson, DNA Chips: An Array of 
Possibilities, Nature Biotechnology 1998, 16, 27-31; G. 
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Ramsay, DNA Chips: Stare of the An, Nature Biotechno- 
logy 1998, 16, 40-44). 

[0008] Abhangig von der auf dem Sondcn-Array inimobi- 
H si en en Suhstanzhibliolhck und der chemischen Natur der 
Target molekulc konnen an hand dieses Tesl.prinzips Wech- 
selwirkungen zwischen Nukleinsauren und Nukleinsauren, 
zwischen Proleinen und Proleinen sowie zwischen Nuklein- 
sauren und Proleinen unlersucht. werden (zur Ubersichl. 
siehe F. Lottspeich, H. Zorbas, 1998, Bioanalytik, Spcktrum 
Akademischer Verlag, Heidelberg/Berlin). 
[0009] Als Substanzbibliotheken, die auf Sonden-Arrays 
oder Chips immobilisiert werden konnen, kommen dabei 
Antikorper-Bibliotheken, Rezeptor-Bibliotheken, Peplid- 
Bibliotheken und Nukleinsaure-Bibliotheken in Frage. Die 
Nukleinsaure-Bibliotheken nehmen die mil Absland wich- 
tigste Rolle ein, wobei es sich besonders haufig um DNA- 
Molekul- oder RNA-Molekul-Bibliotheken handelt. Die 
Sondcn-Array basicrtc Analyse von Nukicinsaurc-Nuklcin- 
saure- w T echselwirkungen folgl dabei den Prinzipien der Nu- 
kleinsaure-Hybridisierungstechnik (A. A. Leitch ? T. 
Schwarzacher, D. Jackson, I. J. Leilch, 1994, In vitro-Hybri- 
disierung, Speklrum Akademischer Verlag, Heidelberg/Ber- 
lin/Oxford). 

100 JO] Ublicherweise erfolgt der Nachweis spezifischer 
Wechselwirkungen zwischen einer Sonde und einem Target 
durch fluoreszenzoptische Auswertung, da diese sich durch 
eine hone Empfindlichkeit, durch Vielseitigkeil hinsichtlich 
der verwendbaren Marker und durch die Moglichkeit zur 
oris- und zeitaufgeldslen Deteklion der Wechseiwirkung mil 
vergleichsweise geringem Aufwand (vor allem im Vergleich 
zu massenspektroskopischen Verfahren) sowie durch die 
Eliminierung der Strahlenbelastung, wie sie bei der Verwen- 
dung von radio aktiven Markierungsreagenzien auftxitt, aus- 
zeichnen. Zusatzlich kann abhangig von den zur Markierung 
verwendeten Fluorophoren der Anregungs- und Deteklions- 
wellenlangenbereich eingestellt werden. 
[0011] Allerdings werden qualitative und quantitative 
fluoreszenzoptische Auswertungen in der Praxis durch eine 
Reihe von Faktoren negativ beeinflusst, die in der Fluores- 
zenzspektroskopie an sich, in der Art der gewahlten Fluores- 
zenzniarker und in der Art und dem Aufbau der verwende- 
ten Detektionssy steme begrundet sind. Zu diesen Faktoren 
zahlen vor allem unspezifische Hinlergrundsignale (Signal- 
rauschen), die durch intrinsische oplische Eigenschaften der 
Ruoreszenzmarker (z. B. Bleichen, Quenching bzw. Fluo- 
reszenzloschung der verwendeten Farbstoffe), durch die 
physikalisch-chemischen Eigenschaften der Sonde bzw. 
Targets und deren Losungen (z. B. Autofluoreszenz), durch 
Schwankungen im optischen System (z. B. Strahlungsinten- 
sital der Lichtquelle und Fremdlicht) und durch Aufbau und 
Art der verwendeten Detektionssysteme (z. B. Autofluores- 
zenz der Assemblierungseiemenle, Fahigkeit. der Detektoren 
zur raumlichen und zeitlichen Auflosung, Streuungen, Re- 
flexionen) zustande kommen. 

[0012] Zur Beurteiiung, ob eine gemessene Fluoreszenz- 
intensitat. ein Signal darstellt oder lediglich zum Signalrau- 
schen gehorU miissen daher die Storeinfliisse beseitigt bzw. 
minimiert werden und Vorrichtungen und Methoden einge- 
setzl werden, die eine Referenzierung der gemessenen Fluo- 
reszenzsignale erlauben. Solche Vorrichtungen werden auch 
als Fluoreszenzeich standard bezeichnet. 
[0013] A us dem Beniuhen, das geratebedingle Signalrau- 
schen zu minimieren, resultierl. der hohe technische Auf- 
wand zum Aufbau hochsensi liver Detektoren, die eine qua- 
litauvc und quantitative Auswcnung von Fluoreszenzsigna- 
len erlauben. Insbesondere fiir die Auswertung beim high 
throughput, screening von Sonden-Arrays, das eines gewis- 
sen Automaiisierungsgrads bedarf, sind speziell angepassle 
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Deickiionssysieme erfordcrlich 
1 0014] Beim fluoreszenzoplischen Auslesen von moleku- 
laren Sondcn-Arrays iniilcls Standardepifluoreszenzaufbau- 
len werden z. R. CCD (Charge Coupled Device) hasierlc 
Deleklorcn verwendeu die zur qualital.i ven Unlerscheidung 
von optischen Effeklcn (Slreuung, Reflexion) die Anregung 
der Fluorophore ini Dunkelfeld (durch Auflichl oder Durch- 
lichl.mikroskopie) realisieren (C. E. Hooper el aJ., Quanti- 
live Photone Imaging in the Life Sciences using intensified 
CCD Cameras, Journal of Biol uminesce nee and Chemi lu- 
minescence 1 990, 337-344). Die Abbildung der Sonden-Ar- 
rays erfolgt dabei entweder in einer Belichlung oder durch 
Rastem unler Verwendung hochauflosender Opliken. Uni 
auftrelende Autofluoreszenz oder systembedingle oplische 
Eflekte wie die Beleuchtungshomogenitat iiber den gesam- 
len Sonden-Array zu minimieren bzw. zu gewahren, sind 
komplizierle Beleuchtungsoptiken und Filtersysieme not- 
wendig. 

[0015] Konfokale Scanning-Systeme (beschrieben in 
US 5.304,810) erlauben die Auswertung von Fluoreszenzsi- 
gnalen aus ausgewahllen Ebenen einer Probe. Sie beruhen 
auf der Selekr.ion der Fluoreszenzsignale enllang der opti- 
schen Achse mittels Lochblenden, woraus sich ein hoher 
Justageaufwand fur die Proben so wie die Etablierung eines 
leislungsfahigen A ulofok ussy stems ergibL. Solche Sy si erne 
sind in der lechnischen Losung hochkomplex und die erfor- 
derlichen Komponenien, zu denen Laser, Lochblenden, (ge- 
kiihlte) Delektoren (z. B. PMT, Avalanche-Dioden, CCD- 
Sysleme), hochgenaue mechanischc Translaiionselemente 
und Opliken gehoren, miissen mit erheblichem Aufwand in- 
tegriert und aufeinander optimiert werden (beschrieben in 
US 5,459,325, US 5,192,980, US 5,834,758). 
[0016] Es sind also Detektionssysteme bekannt, mil denen 
die molekulare Wechselwirkung eines mit einern Fluores- 
zenzmarker versehenen Targets und einer spezifischen 
Sonde, wie sie z. B. bei Sonden-Array basierten Experimen- 
len auftritt, nachgewiesen werden kann. Trotz des beschrie- 
benen hohen lechnischen Aufwands, der je nach Art und 
Aufbau des verwendeten Detektionssy stems fiir die Mini- 



ausgcscizt sind (z. B. Aulofluorcszcnz von Losungskompo- 
ncntc-n, pH-WerU Tempcraiur, Bestrahlungszeil ), belrachtli- 
chen Schwankungcn unierworfcn sind und die absolute 
Quaniifizierung von z. B. Hybririisiemngsausheuien auf 
5 Sonde n-Arrays damil nur hedingi moglich ist. 

|0020J Das Kalibrieren von verschiedencn Fluoreszenzde- 
leklionssysiemcn mil l els Fluoreszenzeichslandards isl auch 
deswegen sehr wichlig, da nur eine solche Kalibrierung ei- 
nen Vergleich von Fluoreszenzsignalen von Experimenien, 
to die mil unterschiedlichen Detekiionssystcmen aber auch 
Geralen eines Systems gemessen wurden, erlaubt (systeni- 
oder gerateubergreifender Vergleich). 
[0021 ] Im SLand der Technik sind unlerschiedliche Lehren 
bekannt, die eine Kalibrierung von Fluoreszenzdetektions- 
syslemen bzw. Fluoreszenzsignalen ermogiichen sollen. 
[0022] Zur Kalibrierung von Fluroeszenzdeleklionsgera- 
len konnen z. B. Chips, die aus einer fluoreszierenden Pla- 
slikschicht bcslchcn, verwendet werden. Diese Eichstan- 
dards haben den Nachteil, dass sie keine Kalibrierung der 
Deleklionssysteme hinsichtlich deren raumlichen Auflo- 
sungsvermogens oder hinsichtlich deren dynamischen Ei- 
genschaften iiber einen weilen Fluoreszenzbereich erlauben. 
Auch eine Beslimmung der Bildfeldwolbung von z. B. 
CCD-Detektoren isl mil diesen Standards nicht moglich, da 
25 aufgrund der Dicke des Chips eine Hoinogenisierung des 
Ruoreszenzsignals durch den Chip stallfindet. Damil. ist. 
eine Kalibrierung des Einflusses der geomelrischen Verhalt- 
nisse auf die Deleklion von Fluoreszenzsignalen. der insbe- 
sondere bei unierschiedlichen Delektionssyslemen und 
30 Prinzipien eine entscheidende Rolle haben kann, weder ge- 
rate- noch systemubergreifend einstellbar. 
[0023] Bei der Verwendung von CCD-basierten Fiuores- 
zenzdetekloren und insbesondere bei der Anregung durch 
aufgeweitete oder strahlgeformte Laser oder multispektrale 
Beleuchtungssyslenie wie z. B. Kaltlichtquellen sind zum 
Abgleich der Beleuchtungshomogenitat. bei der Verwen- 
dung von z. B. bewegten Streuscheiben aufwandigeBerech- 
nungen und Bildmanipulationen zur Definition des Flat- 
fields notig. Fluoreszenzeichslandards. die eine Definition 
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mierung des Signalrauschens betrieben wird, kann dies 40 des Flatfields zur Korrektur der Beleuchtungshomogenitat 



nicht ganzlich beseitigl werden. Dalier ist fur die qualitative 
und quantitative Auswertung von gemessenen Fluoreszenz- 
signalen nach wie vor eine Referenzierung oder Kalibrie- 
rung der Experimenle und der Detektionsgerate mittels 
Fluoreszenzeich standards notwendig. Eine Kalibrierung 
von Detektionssystemen mittels Ruoreszenzeichstandards 
wird durchgefuhrt, urn u. a. Aussagen hinsichtlich der Sen- 
sili vital des raumlichen und zeitlichen Aufidsungsvermo- 
gens und der geomelrischen Bildfehler, wie z. B. der Bild- 
feldwolbung des jeweili gen Systems vomehmen zu konnen. 
[0017] Die Kalibrierung von Delektionsgeraten hinsicht- 
lich ihres zeitlichen Auflosungsvermogens ist notwendig, da 
zu Unterscheidung des eigentlichen (haufig langlebigen) 
Fluoreszenzsignals von (haufig kurzlebigen) Autofluores- 
zenzsignalen die Messung der Signale uber einen langeren 
Zeitrauni durchgefuhrt werden muss. 

[0018] Bei der Verwendung von CCD-Detektoren miissen 
mil. Hilfe von Standards z. B. die Linearitat und SensiUvitat 
des Detektors im verwendeten Fiuoreszenzwellenlangenbe- 
reich, das raumliche und zeiiliche Auflosungsvemiogen so- 
wie die Bildfeldwolbung (Flatfieldbestimmung) des Detek- 
lors bestimmt werden. Konfokale Deleklionssysteme mus- 
sen hinsichtlich derBereiche, die angeregt bzw. zur Gesanit- 
intensilal beitragen, kalibrien werden. 

[0019] Eine Kalibrierung von Experiment en mittels Fluo- 
reszenzeichstandards ist notwendig, da die als Marker ver- 
wendeten Fluorophore hinsichtlich ihrer Fluoreszenzaus- 
beulen aufgrund der Umgebungsbedingungen, denen sie 



bei solchen direkt abbildenden Systemen ermogiichen, sind 
aus dem Stand der Technik nicht bekannt. 
[0024] Weilerhin gibt es Ruoreszenzeichstandards, die 
auf der Basis von dotierten Glasem beruhen. Auch diese 
Standards haben den Nachteil, dass sie keine Kalibrierung 
der Detektionssysteme hinsichtlich deren raumlichen Auflo- 
sungsvermogens bzw. hinsichtlich deren geomelrischen Ei- 
genschaften erlauben, da wegen der Dimensioned solcher 
Standards eine Homogenisierung der Signale durch das Vo- 
lumes der Glases stattfindel. Konfokale Sysleme, bei denen 
nur bestimmle Bereiche nnd Schichten enllang der opti- 
schen Achse angeregt werden bzw. zur Gesamtintensitat 
beitragen und das Problem von Transmissions veriusten 
durch daruberiiegende Strukturschichten besteht, konnen 
mit soichen Standards ebenfalis nicht. hinsichtlich ihrer geo- 
melrischen Eigenschaften kalibriert werden. 
[0025] In WO 01/06227 ist. die Herstellung eines Ruores- 
zenzeichstandards auf der Basis von Mikro- bzw. Nanopar- 
tikeln und deren Anwendung zur Kalibrierung sowohl von 
60 Fluoreszenzdetektionssystemen als auch zur Referenzierung 
von Fluoreszenzintensitatssignalen in fluorometrischen As- 
says beschrieben. Diese Standards eignen sich ebenfalis 
nicht. zur Kalibrierung der Fluoreszenzdeteklionssysieme 
hinsichtlich deren raumlichen Auflosungsvermogens. Damil 
ist cin gcratcubcrgrcifcndcr Vergleich von aus Sonden-Ar- 
ray basienen Experimenien gewonnenen Signalinlensitats- 
dalen nur bedingt moglich. 

[0026] Urn die kurzlebige Uniergrundfiuoreszenz (z. B. 
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von autofluoreszierenden LosungsmiiiclmoJckulenj von 
deni eigentlichen Fluoreszcnzsignal zu unlerscheiden und 
das eigenllichc Signal referenziercn zu konnen, konnen 
langiebig enriuierendc MarkerstolTe a Is Standard verwendet 
werden, dercn Signal durch zeitaufgeloste Deieklionsmc- 
thoden nachgcwiesen wird. Dabei handell es sich haufig uni 
phosphoreszicrende Chelate der Sellenerdmelallc (insbc- 
sondere die des Europium oder lerpium). Diese Slofle bc- 
sitzen aber den Nachicil, dass sie nur mil UV-Lichtquellen 
angeregt werden konnen. Dariiber hinaus sind die verwen- 10 
del en Chelate in wassriger Fonn haufig instabil. 
[0027] Urn eine quantitative Auswertung von molekula- 
ren Wechselwirkungen bei Sonden- Array basierlen Experi- 
menten durch Fluoreszenzmessung und eine Normierung 
solcher SignaJe zu erreichen, werden zur Eichung bzw. Re- 15 
ferenzierung die Experimenlc unter zweifacher Farbung der 
Sondenmolekule, z. B. durch kompetative Hybridisierung, 
durchgcfuhrt (M. Shcna, D. Shalon, R. W. Davis, P. O. 
Brown, Quantitative monitoring of gene expression patterns 
with a complementary DNA microarray. Science, 1995. 20 
220,467-70 und D. Shalon, S. J. Smith' P. O. Brown, A 
DNA microarray system for analyzing complex DNA sam- 
ples using two-color fluorescent, probe for hybridization, 
Genome Res., 1996, 6, 639-45). Da bei solchen Eichstan- 
dards die durch die Referenzmolekulc erhallenen Signale 25 
stets von den konkreten ex peri men te lien Bedingungen ab- 
hangig sind, ist ein quantitativer, gerate- oder systemuber- 
greifender Vergleich schwer moglich. 

[0028] Anhand der Nachteile der aus dem Stand der Tech- 
nik bekannlen Fluoreszenzeichstandards wird deutlich, dass 30 
ein groBer Bedarf an Vorrichtungen besteht, die eine Kali- 
brierung von Fluoreszenzdetektionssystemen hinsichtlich 
deren raumlichen und zeidichen Auflosungsvermogens so- 
wie hinsichtlich deren geometrischen und dynamischen Ei- 
genschaften ermoglichen. 35 
[0029] Zusatzlich besteht ein gro6er Bedarf an Vorrich- 
tungen zur Referenzierung von Fluoreszenzsignalen die den 
system- und gerateubergreifenden Vergleich und/oder den 
testiibergreifenden Vergleich von Fluoreszenzsignalen von 
z. B. Sonden- Array basierten Experi menten ermoglichen. 40 
[0030] Die vorliegende Erfindung hat die Aufgabe, Vor- 
richtungen zur Verfugung zu stellen, die eine Referenzie- 
rung von Fluoreszenzsignalen hinsichtlich der gemessenen 
Intensitat und/oder eine Kalibrierung von Fluoreszenzdetek- 
tionssystemen hinsichtlich deren Sensitivitat, deren raumii- 45 
chen und zeitlichen Auflosungsvermogens und/oder hin- 
sichtlich deren geometrischen und dynamischen Eigen- 
schaften erlauben. Eine weitere Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung ist es, Vorrichtungen zur Verfugung zu stellen, die 
leicht einen gerate- und systeniiibergreifenden Vergleich 50 
von Fluoreszenzsignalen aus Experimenten, wobei es sich 
z. B. um Sonden- Array basierte Experimenle handeln kann, 
ermoglichen. Ferner ist es eine Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung, Fluoreszenzeichstandards zur Verfugung zu stel- 
len, die einen testiibergreifenden Vergleich von Fluores- 55 
zenzsignaldaten erlauben. Schliefilich ist es eine Aufgabe 
der vorliegenden Erfindung, Vorrichtungen zur Verfugung 
zu stellen, die eine Referenzierung bzw. Normierung von 
Fluoreszenzsignalen unter Beriicksichligung von Bleich- 
und Fluoreszenzloschungseffekien erlauben. 60 
[0031] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung 
ist es, Verfahren zur Herstellung von solchen Fluoreszen- 
zeichstandards zur Verfugung zu stellen. 
[0032] Zur Losung dieser und weiierer Aufgaben, die sich 
aus der Bcschrcibung der Erfindung ergeben, dicnen die 65 
Merkmale des unabhangigen Patent anspruchs. Vorteilhafte 
Ausgestaltungen der Erfindung sind in den Unteranspruchen 
definiert. 
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|0033) ErfindungsgemaB werden die Aufgaben dadurch 
geldsl, dass auf einem im Wesentlichen nicht fluoreszieren- 
den Trager in definierten Bcreichen mindeslens eine Poly- 
merschichl. so aufgebrachl ist, dass diese Bereiche nach ent- 
5 sprechender Best rah lung fluoreszieren, wobei einige der 
aufgebrachten Polymcrschichten sich hinsichtlich ihrer 
Dicke und/oder Zusammensetzung unlerscheiden. 
1 0034 j . Solche erfindungsgemaBen Vorrichtungen, die im 
Folgcnden auch als Fluoreszenzeichslandard bzw. Standard 
bezeichnet werden, zeigen in den definierten Bereichen nach 
entsprechender Beslrahlung eineFluoreszenz, deren Intensi- 
tat vorbestimmbar und reproduzierbar einsiellbar ist. Damit. 
konnen erfindungsgemaBc Fluoreszenzeichstandards zur 
Kalibrierung von verschiedenen Fluoreszenzdetekuonssy- 
stemen hinsichtlich deren raumlichen und zeitlichen Auflo- 
sungsvermogens, hinsichtlich deren geometrischen und dy- 
namischen Eigenschaften sowie hinsichtlich deren Sensiti- 
vitat verwendet werden. 

[0035] Da der Welleniangenbereicn der in den defiiiicrlei'i 
Bereichen eines erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichstan- 
dards nach entsprechender Bestrahlung hervorgerufenen 
Fluoreszenz durch Anderung der Zusammenset zung der Po- 
lymerschichten vorbestimmbar und reproduzierbar einsiell- 
bar ist, konnen die erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichstan- 
dards zur Kalibrierung von verschiedenen Fluoreszenzde- 
lektionssyslemen hinsichtlich deren dynamischen Eigen- 
schaften verwendet werden. 

[0036] Die Polymcrschichten von erfindungsgemaBen 
Vorrichtungen werden in definierten Bereichen aufgebracht, 
deren Form und GroBe vorbestimmbar und reproduzierbar 
eingestellt werden kann. Solche Fluoreszenzeichstandards, 
die auch als strukturierte Ruoreszenzeichstandards bezeich- 
net werden, konnen zur Kalibrierung von unterschiedlichen 
Fiuoreszenzdetektionssyslemen hinsichdich deren raumli- 
chen Auflosungsvermogens verwendet werden. 
[0037] Da die Fluoreszenzeigenschaften der erfindungs- 
gemaBen Fluoreszenzeichstandards nur von der Dicke und/ 
oder der Zusammensetzung der in den definierten Bereichen 
aufgebrachten Poly merschich ten abhangen und z. B. nicht 
von Komponenten der Target-Los ungen beeinflusst werden, 
eignen sich die erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichstan- 
dards zur gerate- und detektionsubergreifenden und/oder zur 
testubergreifenden Bewertung und Referenzierung von 
Fluoreszenzsignalen, die z. B. bei Sonden- Array basierten 
Experimenten gemessen werden. 

[0038] Bei den in den definierten Bereichen von erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtungen aufgebrachten Polymer- 
schichten kann es sich um eine oder mehrere Polymer- 
schichten handeln, die sich in ihrer Zusammensetzung und/ 
oder Dicke unlerscheiden. Die Polymerschichten bestehen 
aus mindestens einem fluoreszierenden Polymer oder aus ei- 
nem Polymergemisch, wobei mindestens eine Polymerkom- 
ponente des Gemischs fluoreszieren d ist. Bevorzugte fluo- 
reszierende Poly mere umfassen z. B. Positiv- und/oder Ne- 
gativ-Photolacke auf Basis von Epoxidharzen wie z. B. SU8 
und Novolacke und/oder PMMA und/oder photosensitives 
Polyimid und/oder Benzocyclobuten. Poly mere, die fur die 
Herstellung von erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichstan- 
dards geeignet sind, d. h. die nach entsprechender Bestrah- 
lung eine Fluoreszenz zeigen, sind auch aus US 6,091,488 
oder US 4,482,424 bekannt. 

[0039] Die Polymerschichten von erfindungsgemaBen 
Vorrichtungen konnen neben mindestens einem Polymer zu- 
satzlich fluoreszierende Stoffe enthalten, bei denen es sich 
nicht um Polymcrc handclt. Da dicsc Stoflc in die Polymcr- 
schichten eingebettet sind, werden ihre Fluoreszenzeigen- 
schaften von Umgebungsfaktoren (z. B. Komponenten der 
Target-Losungen) nicht beeinflusst. Bevorzugl umfassen 
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solche fluoreszierenden Sioffe Chromophore, organischc 
Farbstoffe wie z. B. Azofarbstoffe, Tri phenyl met hanfarb- 
stofTe, Porphyninenfarbstoffe und/oder anorganische Farb- 
sioffe wie 7.. B. metallische Farbstoffe und insbesondere 
Lanlhanide. 

(0040) Bei erfindungsgemaBen Vorricluungen kann der 
Wellenlangenbereich der in den definierten Bereichen nach 
entsprechender Beslrahlung auftrelenden Fluoreszenz durch 
die Wahl der Zusammensetzung der Polymerschichten ein- 
geslellt werden. In einer bevorzuglen Au'sfiihrung der Erfin- 
dung sind die auf einem nichl fluoreszierenden Trager in de- 
finierten Bereichen aufgebrachien Polymerschichien durch 
eine breitbandige Eigenfluoreszenz gekennzeichnet, so dass 
sie ini sichlbaren Spektralbereich sowie im nahen IR- und 
UV-Bereich nach schmalbandiger Anregung Fluoreszenzsi- 
gnale in einem Wellenlangenbereich groBerer Anregung zei- 
gen. In einer anderen bevorzuglen Ausfuhrung der Erfin- 
dung zcigcn die Polymerschichien in den definierten Berei- 
chen eine schmalbandige Eigenfluoreszenz, deren Wellen- 
langenbereich von der Zusammensetzung der Polymer- 
schichien abhangt 

|0()41] Bei einer bevorzuglen Ausfuhrung der Erfindung 
beslehen die Polymerschichien nur aus einem Polymer, so 
dass der Wellenlangenbereich der Fluoreszenz nur von die- 
sem Polymer abhangt. In weiteren bevorzuglen Ausfuhrun- 
gen der Erfindung beslehen die Polymerschichien aus einem 
oder mehreren nicht. fluoreszierenden Polymeren und/oder 
einem oder mehreren zusatzlichen fluoreszierenden StofTen. 
so dass der Wellenlangenbereich der Fluoreszenz dieser er- 
findungsgemaBen Vorrichtungen von der Art und der Kom- 
binalion der Polymere und/oder der fluoreszierenden Sioffe 
abhangt.. 

|0042] ErfindungsgemaB kann die Intensilat der von einer 
Polymerschicht in einem definierten Bereich nach entspre- 
chender Beslrahlung hervorgerufenen Fluoreszenz auf viel- 
faliige Weise vorbeslimmbar eingestellt werden. Die Inten- 
silat der in den definierten Bereichen nach entsprechender 
Beslrahlung hervorgerufenen Fluoreszenz ist. erfindungsge- 
maB durch die ZusaiimienseLzung der Polymerschichten 
und/oder die Dicke der Polymerschichten einstellbar. Erfin- 
dungsgemaB ist unter der Dicke einer Polymerschicht in ei- 
nem definierten Bereich sowohl die Dicke der einzelnen Po- 
lymerschichten in einem Bereich, wenn in einem Bereich 
mehrere Polymerschichten aufgebracht sind, als auch die 
Dicke, die sich aus der Summe der Dicke der einzelnen Po- 
lymerschichten in einem Bereich ergibt, zu versiehen. 
|0043] Bei einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung 
erfolgt die Einstellung der Intensitat in einem definierten 
Bereich durch das sukzessive Aufbringen von Polymer- 
schichten einheitlicher Zusammensetzung in diesem Be- 
reich. Die in diesem Bereich enlsiehende Polymerschicht 
zeigt eine einheitliche Zusammensetzung. Enlsprechend 
konnen erfindungsgemaBe Fluoreszenzeichstandards herge- 
slelll werden, die in alien definierten Bereichen Polymer- 
schichten einheitlicher Zusammensetzung, aber unter- 
schiedlicher Schichtdicke tragen. In einer besonders bevor- 
zugten Ausfuhrung der Erfindung konnen auf diese Weise 
Fluoreszenzeichstandards hergestellt werden, bei denen die 
Intensilat der in einem Bereich nach enlsprechender Be- 
strahlung hervorgerufenen Fluoreszenz sich proportional zu 
der Dicke der in dem jeweiligen Bereich aufgebrachien Po- 
lymerschicht verhalt. 

[0044] Die Intensilat der Fluoreszenz in den definierten 
Bereichen von erfindungsgemaBen Eichst andards isi auch 
durch Andcrung der Zusammensetzung der Polymerschich- 
ten einstellbar. Unter Zusammensetzung der Polymerschich- 
ten wird dabei erfindungsgemafi die Art. und Anzahl der Po- 
lymerkomponenien in einer Polymerschicht und/oder der 
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zusatzlichen fluoreszierenden Sloflc sowie Mengc der Polv- 
nicrkomponenicn und/oder zusatzlichen fluoreszierenden 
Sioffe pro Flachcneinheii verst anden. 

(0045] Tn einer bevorzuglen Ausfuhrung der Erfindung 
werden Polymerschichien einheitlicher Dicke in verschiedc- 
nen definierten Bereichen aufgebracht, wobei die Polymer- 
schichten sich nur hinsichtlich der Menge der zusatzlichen 
fluoreszierenden Teilchen pro Flachcneinheii unterscheiden. 
Auf diese Weise sind erfindungsgemaBe Fluoreszenzcich- 
standards hersteilbar, bei denen die Intensitat der in den Be- 
reichen bei enlsprechender Beslrahlung hervorgerufenen 
Fluoreszenz sich bei gJeicher Schichtdicke proportional zu 
der Menge der fluoreszierenden Teilchen in den verschiede- 
nen definierten Bereichen verhalt. In einer anderen bevor- 
zugten Ausfuhrung der Erfindung kann damit bei konstanter 
Konzenlralion der fluoreszierenden Teilchen im Polymer 
durch Anderung der Schichtdicke quasi linear die resultie- 
rende Intensilat cingcslclll werden. 

[0046] Eine weitere Moglichkcit zur Einstellung der In- 
tensitat von erfindungsgcmaB hergeslellten Fluoreszen- 
zeichstandards beslcht darin, wahrend des Hers tell ungspro- 
zesses die erfindungsgemaBen Polymerschichten physikali- 
schen Behandlungsnielhoden wie Beslrahlung und Tempe- 
ra turbehandlung (Tempern) zu unterwerfen. Ohne an eine 
Hypothese gebunden sein zu wollen, wird momenlan davon 
ausgegangen, dass durch diese Behandlungsmethoden der 
Vernetzungs- bzw. Querverneizungsgrad der Polymer- 
schichten und enlsprechend die Fluoreszenzeigenschaften 
der Polymerschichten verandert werden. Der BegrirT Ver- 
netzungs- bzw. Quervernetzungsgrad ist dem Fachmann ge- 
laufig. Fur die Einstellung der Intensitat von Polymerschich- 
ten durch Verfahren zur Veranderung des Vernetzungsgrads, 
eignen sich insbesondere Polymere, die eine duroplastische 
Vernetzung aufweisen wie z. B. die erwahnten Photolacke 
wieSUS. 

[0047] ErfindungsgemaB konnen durch das sukzessive 
Aufbringen von Polymerschichten unlerschiedlicher Dicke 
und/oder unlerschiedlicher Zusammensetzung und/oder un- 
terschiedlichen Quervemetzungsgrads in mehreren definier- 
ten Bereichen auf ein und dem selben Trager Fluoreszen- 
zeichstandards hergestellt werden, die sich durch eine groBe 
Bandbreite sowohl hinsichtlich der Intensitaten als auch der 
Wellenlangenbereiche der nach enlsprechender Beslrahlung 
auftrelenden Fluoreszenz unterscheiden. Solche erfindungs- 
gemaBen Fluoreszenzeichstandards sind vielfaltig zur Kali- 
brierung von Ruoreszenzdetektionssystemen hinsichtlich 
deren raumlichen und zeitlichen Auflosungsvermogens so- 
wie deren dynamischen und geometrischen Eigenschaften 
einsetzbar. Solche erfindungsgemaBen Vorrichtungen kon- 
nen auch als Fluoreszenzeichstandards verwendet werden, 
die leicht einen Vergleich von Fluoreszenzsignalen zwi- 
schen unterschiediichen Delektionssyslemen, aber auch Ge- 
raten eines Systems zulassen. 

[0048] Die Fluoreszenzeigenschaften, wie z. B. die Quan- 
tenausbeute der fluoreszierenden Bereiche sind wegen der 
chemischen und physikalischen Eigenschaften der verwen- 
deten Polymere und zusatzlichen fluoreszierenden Stoffe 
iiber die Bestrahlungszeit Anderungen unterworfen, so dass 
sich die resuilierende Intensitat nach einer gewissen Zeit der 
Nulzung verringerl (Bleichen, siehe auch Miehler, 1992, 
Kunststofl-Mikromechanik: Morphologic, Deformations- 
und Bruchmechanismen., Hanser, MunchenAVien). 
[0049] ErfindungsgemaB konnen die in definierten Berei- 
chen abgelegten Polymerschichten durch geeignete Herstel- 
lungsprotokollc (z. B. durch so genannic Tcmpcrprolokolle) 
hinsichtlich ihrer Iniensitatsveninderungen iiber die Zeit 
derarlig optimiert werden, dass diese Veranderungen linear 
sind und demzufolge die Intensilalsverhaltnisse der resulue- 
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render) Fluorcszcnz der einzclncn dcfinienen Bereichc dcs 
sirukturicrtcn Standards konsianl bleiben. 
10050] Solche erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichslan- 
dards konnen fur die Kalibriemng von Fluoreszenzdetekti- 
onsgeraien hinsichrlich deren zeil lichen Auflosungsvermo- 5 
gens und zur Normierung von Experimenien hinsichllich ih- 
res zeil lichen Verlaufs verwendet werden. Da bei solchen er- 
findungsgemaBen Fluoreszenzeichslandards die Verande- 
rungen der Intensiiai uber die Zcii linear sind, konnen diese 
Standards auch fur die Normierung von Experimenien auf io 
Detekuonsgeraten verwendei werden, deren optische Eigen- 
schaften zeil lichen Anderungen (z. B. Laser- oder Lampen- 
leistung) unierworfen sind. 

[0051] Als bcvorzugte Ausfuhrungsformen konnen damit 
auch erfindungsgemaBe Fluoreszenzeichstandards herge- 15 
stelll. werden, deren Fluoreszenzausbeuie uber die Bestrah- 
lungsdauer und den Alierungsprozess linear bzw. hinrei- 
chcnd vorbcstimmbar bcschricbcn werden kann. Solche 
Fluoreszenzeichstandards konnen z. B. zur Rc fere nzierung 
von Fluoreszenzsignaien von Experimenten, die zu unter- 20 
schiedlichen Zeilpunkten durchgefuhrl. wurden, verwendet 
werden. AuBerdem erlauben sie den gerate- und system- 
ubergreifenden Vergleich von Fluoreszenzsignaien. 
[0052] In einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung 
werden die Polymerschichten in definierlen Bereichen un- 25 
terschiedlicher Form und/oder GroBe auf einem im Wesent- 
lichen nicht fluoreszierenden Trager aufgebracht. Bei beson- 
ders bevorzugten Ausfiihrungslbrmen haben diese definier- 
len Bereiche eine quadratischc, rechteckige und/oder kreis- 
formige Gestalt, deren Seitenlangen bzw. Durchmesser sich 30 
zwischen 500 nm und 5 mm bewegen. 
[0053] Solche erfindungsgemaBen strukturierten Fluores- 
zenzeichstandards konnen zur Kalibrierung von unter- 
schiedlichen Fluoreszenzdetektionssystemen hinsichtlich 
deren raumlichen Auflosungsverrodgens verwendet werden. 35 
Unter raumlichem Aufiosungsvermogen ist dabei erfin- 
dungsgemaB die Separierbarkeit zweier abgebildeter fiuo- 
reszierender Punkte zu verslehen. 

[0054] Da erfindungsgemaBe Fluoreszenzeichstandards 
hergestellt werden konnen, deren definierte Bereiche MaB- 40 
toleranzen im 10 nm-Bereich aufweisen, konnen solche 
Fluoreszenzeichstandards bei mikroskopischen Techniken, 
wie z. B. der konfokalen 3-D-Mikroskopie als Normie- 
rungsinstrument fur laterale und ax i ale Distanzen verwendet 
werden. 45 
[0055] In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsforni 
sind die definierten Bereiche in Array-Form auf dem Trager 
aufgebracht, d. h. dass mehrere definierte Bereiche gleicher 
GroBe und Form zu einem Array-Element gruppiert sind, 
wohingegen Bereiche anderer Form und/oder GroBe zu an- 50 
deren Array-Elenienten gruppiert sind. 
[00561 In bevorzugten Ausfuhrungsformen der erfin- 
dungsgemaBen Fluoreszenzeichstandards kann die Dicke 
der Polymerschichten so eingestellt werden, dass die maxi- 
rnale Dicke der verschiedenen Polymerschichten in einem 55 
Bereich deutlich geringer ist als die minimale Fokustiefe 
handelsiiblicher konfokaler Detektionssysteme. Erfindungs- 
gemaB sollten solche Fluoreszenzeichstandards eine bevor- 
zugte Schichtdicke zwischen wenigen Nanometem und ma- 
ximal 50 Mikrometem aufweisen, bevorzugt sollten die 60 
Schichtdicken zwischen einigen nm und 20 um, zwischen 
100 nm und 10 um, besonders bevorzugt. zwischen 200 nm 
und 5 um liegen. Unter Fokustiefe ist erfindungsgemaB der 
Bereich entlang der optischen Achse zu verstehen, in dem 
cine Dclektion von Fluoreszenzsignaien moglich ist. Dicscr 65 
Bereich wird bei konventioneller Mikroskopie durch die nu- 
merische Apertur und bei konfokaler Scanningmikroskopie 
durch die GroBe der Lochblenden (Pinholes) bestimmt. Sol- 
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che erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichstandards konnen 
zur Kalibrierung von physikalischen Aufbauten und Gera- 
len, zur Erfassung von Fluoreszenzsignaien sowie zur Refe- 
renzierung von Fluoreszenzsignaien enlsprechend markierte 
Subslanzen und Substanzgruppen verwendet werden. 
[0057] Die Polymerschichten werden erfindungsgemaB 
auf im Wesentlichen nicht fluoreszierenden, bevorzugt op- 
lisch durchlassigen Tragem aufgebracht. Bei bevorzugten 
Ausfuhrungen der Vorrichtung bestehen diese Trager aus 
Glas, besonders bevorzugt aus Quarzglas und Borofloatglas 
oder aus oplisch durchlassigen, nicht fluoreszierenden poly- 
meren Scheiben, besonders bevorzugt aus Polycarbonate 
PMMA und/oder Folien. Als Trager eignen sich unter Um- 
standen auch optisch nicht transparente Materialien, die im 
Wesentlichen keine Eigenfluoreszenz aufweisen. 
[0058] In einer bevorzugten Ausfuhrung der Erfindung 
sind die Fluoreszenzeichslandards mit weiteren Tragersyste- 
mcn verb un den. Dicsc Tragcrsystcmc bestehen aus cben- 
faiis im Wesentlichen nicht fluoreszierenden Materialien. 
Bevorzugt handelt es sich dabei um optisch durchlassige 
Materialien wie Glas, besonders bevorzugt um Quarzglas, 
aber auch um optisch nicht transparente Materialien wie 
Plastik und/oder Metall, die im Wesentlichen keine Eigen- 
fluoreszenz aufweisen. 

[0059] In einer besonders bevorzugten Ausfulirungsform 
handelt es sich bei diesem Tragersystem um einen handels- 
iiblichen Objekttrager, wie er fur z. B. fur die Immunfluores- 
zenzmikroskopie verwendet wird. Auf solchen Tragern kon- 
nen z. B. Zellen oder Gewebeschnirte immobilisiert und 
durch Abgleich der Signale gegen den erfindungsgemaBen 
Fluoreszenzeichstandard direkt ausgewertet werden. 
[0060] Eine Integration der erfindungsgemaBen Fluores- 
zenzeichstandards kann z. B. auch direkt auf den Tragern er- 
folgen, auf denen Substanzbibbotheken in Form eines Son- 
den-Arrays abgelegt sind oder werden. Solche Fluoreszen- 
zeichstandards erlauben eine unmittelbare Referenzierung 
von Fluoreszenzsignaien und ermoglichen so dieBewertung 
von testspezifischen Untersuchungen. Zur Anbindung der 
Substanzbibliotheken kann die Oberflache der Trager in 
mindestens den Bereichen, die die Substanzbibliothek ent- 
halten sollen, durch Amino-, Carboxy-, Aldehyd- oder Ep- 
oxidgruppen funktionalisiert sein. Weitere funktioneUe 
Gruppen zur Anbindung von Substanzbibliotheken sind 
dem Fachmann bekannt. 

[0061] Dabei sind erfindungsgemaB die Trager, auf denen 
die Fluoreszenzeichstandards bzw. die Substanzbibtiothe- 
ken in Form von Sonden arrays abgelegt werden, so zu wah- 
len, dass sie im Wesentlichen nicht. fluoreszierend und, wenn 
benotigt, opUsch durchlassig sind. Bevorzugte Materialien 
fur die Herstellung von solchen Tragem sind Glas; beson- 
ders bevorzugt Quarzglas, Borofloatglas und/oder Polymere 
und/oder Silicium. Es konnen auch Materialien gewahlt 
werden, die optisch nicht durchlassig sind, aber im Wesent- 
lichen nicht fluoreszierend sind. 

[0062] Bei der Integration der erfindungsgemaBen Fluo- 
reszenzeichstandards in Sonden arrays konnen diese Son- 
den arrays durch Substanzbibliotheken auf Protein-, Peptid- 
oder Nukleinsaurebasis funktionalisiert sein. Bevorzugt 
handelt es sich bei den Proteinsubstanzbibliotheken, mit de- 
nen die erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichstandards funk- 
tionalisiert sind, um Antikorperbibliotheken, um Rezeptor- 
bibliotheken, Rezeplor-Ligand-Bibliotheken und/oder Hor- 
monbibliotheken. 

[0063] Bei den Pepiidbibliotheken, mit denen erfindungs- 
gemaB Fluoreszenzeichstandards funktionalisiert sind, han- 
delt es sich ublicherweise um pharmazeutisch oder biolo- 
gisch aktive Peptide, um Antigenbibliotheken und/oder um 
Rezeptor-Ligand-Bibbotheken und/oder um Hormonbiblio- 
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iheken. 

|0064J Bei den Nukleinsaurcbiblioiheken, mil denen er- 
findungsgcmaB Fluoreszenzeichsiandards funkiionaJisiert 
sind, handel! es sich bevorzugt um DNA-Molekul-Biblio- 
iheken und/oder RNA-MolekuJbiblioiJieken. Besonders be- 
vorzugt handeli es sich um mRNA-Biblioiheken, uni rmA- 
Bibliotheken, um genomische DNA-Bibliotheken und/oder 
cDNA-BibJiotheken und/oder Plasmide. 
[0065] In einer bevorzugien Ausfuhrungsform konnen er- 
findungsgemaBe Fluoreszenzeichsiandards direkt in die 
Fluoreszenzdeteklionssysteme integriert werden, so dass 
cine onlinc-Kalibrierung der Gerate moglich ist. Da die Ei- 
genschaflen der erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichstan- 
dards durch den Herstellungsprozess und durch die Zusam- 
mensetzung und Dicke der Polymerschichl sowie die GroBe 
und Form der definierten Bereiche, in denen die Polymer- 
schichten, die nach enisprechender Bestrahlung fiuoreszie- 
rcn, aufgebracht sind, vorbcslimmbar cinstcUbar sind, kon- 
nen die mil. verschiedenen Detektionssystemen gemessenen 
Fluoreszcnzintensilaten von Sonden-Array basierten Expe- 
rimenien system- und gerateubergreifend direkt mileinander 
verglichen werden. 

|0066] Die erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichsiandards 
konnen auch ais universeiles exiemes Werkzeug verwendet 
werden, um mehrere unlerschiedliche Deleklionssysleme in 
der beschriebenen Weise zu kalibrieren. 
10067J ErfindungsgemaBe Fluoreszenzeichsiandards kon- 
nen auch in geschlossene Kammersysteme (z. B. PGR- und/ 
oder Hybridisierungskammern) integriert sein. 
[0068] ErfindungsgemaBe Fluoreszenzeichsiandards kon- 
nen nach Verfahren hergesielii werden, bei denen die nach 
Bestrahlung fluoreszierenden Schichten gezielt in definier- 
ten Bereichen auf erfindungsgemaBen Trager aufgebracht 
werden. Solche Verfahren sind z. B. aus der Halbleitertech- 
nik bekannt (US 6,091,488). Die Polymerschichten von er- 
findungsgemaBen Ruoreszenzeichstandards konnen bevor- 
zugt durch phololithographische Verfahren, durch Spotten, 
durch Trockenatzen, durch Ionenimplantalion, durch druck- 
lechnische Verfahren, durch Walzen, durch SpritzgieBen 
oder durch Oberflachenpragung auf den Trager aufgebracht 
werden. 

[0069] Allgemein konnen die erfindungsgemaBen Poly- 
merschichlen, die auch als funktionelle Polymerschichten 
bzw. als Funkuonsschichlen bezeichnet werden, durch che- 
mische und/oder physikabsche Methoden zur Beschichtung 
auf dem Trager aufgebracht werden. Bei chemischen Me- 
thoden kann die Aufbringung der Polymerschichten dabei 
aus der Gasphase (z. B. durch GVD oder Oxidation), aus der 
Fliissigphase (z. B. durch elektrolytische, elektrochemische 
und andere nasschemische Verfahren) oder aus der Fest- 
phase (z. B. durch Oxidation) erfolgen. Bei physikalischen 
Melhoden kann die Aufbringung aus der Gasphase oder aus 
dem Plasma (z. B. durch PVD, Sputtern oder Bedampfen), 
aus der Fltissigphase (z. B. durch Spin-On- Verfahren, durch 
Lackieren, Spritzen oder Tauchen) oder aus der Festphase 
(z. B. durch Lamination) erfolgen. Es kdnnen auch Kombi- 
nalionen dieser Verfahren oder nachtragliche Modifikatio- 
nen wie Ionenimplantalion angewandt werden (z. B. 
PECVD). Die jeweiligen Melhoden und entsprechende Aus- 
gestaltungen sind dem Fachmann bekannt. (siehe z. B. W. 
Menz, J. Mohr, Mikrosysremiechnik fur Ingenieure, VGH 
1997). 

[0070] Die erfindungsgemaBen Polymerschichten konnen 
durch verschiedene Verfahren strukturieri werden, die dem 
Fachmann bekannt. sind. Dabci kann es sich um biochemi- 
sche Melhoden handeln, wie z. B. die enzymalisch vermit- 
telte selective Sirukturierung (in WO98/08086 beschrie- 
ben), aber auch um chemische und/oder mikroiechnische 
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Verfahren. Zu dicsen gchoren selektives Atzen der Funkii- 
onsschichi gegen cine Maskierung, die selbsi gej>en den Al- 
zer unempfindlich isi (z.B. Fiiissig- oder Trockenaizen). 
Ebenlalls anwendbar sind Verfahren, die selekiive Rigen- 
schafisveranderungcn durch Strahlung. wie z. B. durch^Be- 
sirahlung mil UV oder Lasern bewirken. Dazu zahll die 
Phoiolilhographie. Andere Melhoden umfassen self-as- 
sembling layers. Diese Melhoden konnen unler Verwcndung 
einer Maskierung, aber auch durch "direkl schrcibende" 
Vorrichtungen (Spoucn) durchgefuhrt werden. Drucktechni- 
sche Verfahren wie Spotten oder Offseidruck oder andere 
Verfahren wie Walzen, Slempeln, SpritzgieBen oder Ober- 
flachenprage- Verfahren konnen ebenfalls verwendet wer- 
den. Unterschiedliche Ausfuhrungsfonnen der Melhoden 
sind dem Fachmann bekannt (siehe z. B. W. Menz, J. Mohr, 
Mikrosysieiniechnik fur Ingenieure, VGH, 1 997). 
(0071] In einer bevorzugien Ausfuhrungsform werden die 
Polyincrschichlcn durch negative oder positive phololitho- 
graphische Verfahren, besonders bevorzugt durch negative 
photolithographische Verfahren aufgebracht. Besonders be- 
vorzugt sind negative photolithographische Verfahren, bei 
denen die Polymerschichten nach Bestrahlung im Enlwick- 
ier unloslich werden. Unbelichlete Bereiche bleiben dage- 
gen im Enlwickler loslich und konnen entfernt werden. Sol- 
che photolithographische Verfahren zur Strukturubertra- 
gung mittels eines Photoresists sind dem Fachmann be- 
kannt. Dabei sind chemische und physikalische Verfahren, 
die das Aufbringen einer homogenen Funklionsschichl auf 
dem Trager erlauben, bevorzugt. Besonders bevorzugic Ver- 
fahren umfassen GVD-, PVD- und Spin -On- Verfahren. 
[0072] Die Parameter, durch deren Wahl bei photolitho- 
graphischen Verfahren (aber auch anderen Verfahren) die 
Dicke der Polymerschichten eingestellt werden kann, um- 
fassen die Bearbeitungsparameter (Verfahrensparameter) 
wie die Umlaufgeschwindigkeit, die Dauer des Herstel- 
lungsprozesses, die Viskositai des Polymers, die Teniperatur 
und/oder die Luftfeuchtjgkeit. Bei der Verwcndung von 
Photopolymeren umfassen die Bearbeitungsparameter auch 
die Bestrahlungsdosis, die Parameter des Entwicklungspro- 
zesses und den Temperprozess. 
[0073] Bei photolithographischen Verfahren kann die 
Form und GroBe der definierten Bereiche, in denen die Po- 
lymerschichten aufgebracht werden, durch Verwendung ei- 
ner Maske und/oder Lochmasken, z. B. durch Verwendung 
einer Maske im 1 : 1 MaBstab festgelegt werden. Je nach 
Aussparung der Maske sind damit erfindungsgernafi ver- 
schiedene geomeurische Formen und GroBen fur die defi- 
nierten Bereiche einstellbar. Ebenfalls k5nnen nach diesem 
Verfahren erfindungsgemaBe Fluoreszenzeichsiandards her- 
gestellt werden, bei denen die in verschiedenen definierten 
Bereichen abgelegten Polymerschichten eine Array-Form 
aufweisen. Als Lochmasken wird bevorzugt strukturierles 
Ghrom auf Glas und/oder Quarz verwendet. 
[0074] Durch Wiederholen des photolithographischen 
Verfahrens konnen erfindungsgemaBe Fluoreszenzeichsian- 
dards hergestellt werden, bei denen in verschiedenen Berei- 
chen Polymerschichten rnit unlerschiedlicher Zusammcn- 
setzung und/oder Dicke aufgebracht sind. Durch Andern der 
Temper- und/oder Bestrahlungsprotokolle, die bei photoli- 
thographischen Verfahren verwendet werden, kann zudem 
der Vernetzungsgrad (und damit die Intensitat) der Polymer- 
schichten in definierten Bereichen gezielt geandert werden. 
Durch Andern der TemperprotokoUe konnen ebenfalls das 
Bleichverhallen von erfindungsgemaBen Fluoreszenzeich- 
siandards gezielt eingestellt werden. 

[0075] Um erfindungsgemaB hergestellte Fluoreszen- 
zeichstandards mit einem z. B. opiisch durchlassigen. im 
Wesentlichen nicht fluoreszierenden Tragersystem zu ver- 
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bin den, kSnnen allc Verfahren verwendei. werden, die den 
Eichstandard mit dem Tragersysiem verbinden und die Ei- 
genschaflen des Ruoreszenzeichstandards nicht negaliv be- 
einflussen. Zur Montage ist. es nolwendig, die Oherflache 
der Standards durch geeignete Verfahren und Vorrichtungen 5 
in die Ebene von Probentragern deran auszurichlen, dass 
eine eindeutige Zuordnung der Lage der fluoreszierenden 
Schichlen in Hone und drtiicher Lage bezuglich definierter 
Bereiche des Tragers (z. B. AuBenkanten) moglich ist. Dazu 
sind z. B. lemporares Aufkleben oder Vakuumeinrichtungen 10 
geeicnet. Bevorzugt wird der Fluoreszenzeichstandard auf 
dem Tragersysiem durch Kleben, durch Lagejustage oder 
durch ein Vakuumsystem aufgebracht. 
[0076] Bei der Herstellung solcher erfindungsgemaBer 
Ruoreszenzeichstandards ist. zu berucksichtigen, dass die 15 
Methoden zur Assemblierung der Ruoreszenzeichstandards 
und der Sonden- Arrays die Funklion der Bauelemente nicht 
negaliv becinflusscn. Dcmcntsprcchcnd ist zu gcwahrlci- 
slen, dass z. B. die verwendeten KiebsiofFe keine Auionuo- 
reszenz zeigen und durch die verwendeten Bauteile keine 20 
wesentlichen Streuungen oder Reflektionen au fire ten. 
1 0077] Werden die Fluoreszenzeichstandards z. B. mit 
Substanzbibliotheken als Sonden- Arrays funktionalisiert, 
kann der Fluoreszenzeichstandard mil dem Tragersysiem, 
auf dem sich die Substanzbibliotheken befinden, verbunden 25 
sein. 

|0078] In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform 
konnen die Ruoreszenzeichstandards auf Tragern zunachst 
im Waver-MaBstab gefertigt werden und die entsprechend 
vereinzellen Ruoreszenzeichstandards dann durch Ablegen 30 
von Substanzbibliotheken in Array- Form funktionalisiert. 
werden. 

|0079] Die erflndungsgemaBen Fluoreszenzeichstandards 
lassen sich in unterschiedlicher Art. und Weise zur Kalibrie- 
rung von Ruoreszenzdetektionssystemen einsetzen. Durch 35 
die Verwendung von erflndungsgemaBen Ruoreszenzeich- 
standards fur geratespezifische Kalibrierungen lassen sich 
die Gerateeigen schaften definieren. Zum Bei spiel kann die 
entsprechende Form und GroBe der definierten Bereiche, in 
denen die nach entsprechender Bestrahlung fluoreszieren- 40 
den Polymerschichten abgelegt sind, zur BestimiTiung des 
raumlichen Auflosungsvermogens verwendet werden. Er- 
findungsgemaBe Fluoreszenzeichstandards, die in mehreren 
definierten geomelrischen Bereichen Polymerschichten un- 
terschiedlicher Dicke, aber einheitlicher Zusammensetzung 45 
aufweisen, wodurch die nach entsprechender Bestrahlung 
hervorgerufene Intensitat der Fluoreszenz in den verschie- 
denen Bereichen sich proportional zur Polymerschichtdicke 
verhalt, erlauben eine Kalibrierung eines entsprechenden 
Deteklionssystems hinsichtlich seiner dynamischen Eigen- 50 
schaften. ErfindungsgemaB wird unter dynamischen Eigen- 
schaften der Bereich auswertbarer Ruoreszenzintensitaten 
bei einer Messung vers tan den. Z. B. lasst sich so der In ten- 
si tatsbereich festlegen, in dem ein CCD-Detektor linear ar- 
beiten soil. Solche erflndungsgemaBen Fluoreszenzeich- 55 
standards konnen auch fur die Einstellung der Sensitivitat 
des Deteklionssystems verwendet werden, d. h. der Festle- 
gung, welche minimalen oder maximalen Ruoreszenzinten- 
sitaten ein Detektionssystem noch als Signal werten soil. 
[0080] ErfindungsgemaBe Fluoreszenzeichstandards, bei 60 
denen die nach entsprechender Bestrahlung in verschiede- 
nen geomelrischen Bereichen mil Polymerschichten unter- 
schiedlicher Dicken und/oder Zusammensetzung hervorge- 
rufene Intensitat der Ruoreszenz vorbestimmbar und regu- 
licrbar abklingl, konnen benutzt. werden, um Riickschliissc 65 
auf das geratespezifische Bleichen von Ruoreszenzsignalen 
zu Ziehen. 

[0081] Ferner konnen erfindungsgemaBe Ruoreszen- 
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zeichstandards zur Kalibrierung der geomelrischen Eigen- 
schaflen von Detektionssystemen, insbesonderc zur Korrek- 
tur der Bildfeldwolbung (Ratfieldbestiininung) bei CCD- 
Del ekioren verwendei. werden. 

[0082] ErfindungsgemaB wird unter geomelrischen Eigen- 
sch alien allgemein die ortliche Auflosung, der Abbildungs- 
inaBstab, die Bildfeldwolbung und andere geometrische 
Fehler, die aus der oplischen Konstruktion resultieren, ver- 
sianden. 

[00S3] Da die Fluoreszen zeigen schaften von erflndungs- 
gemaBen Fluoreszenzeichstandards nicht von auBeren Fak- 
toren abhangen und vorbestimmbar und reproduzierbar ein- 
stellbar sind, konnen sie verwendet werden, um verschie- 
dene Gerate des gleichen Deteklionsprinzips (gerateuber- 
greifende Kalibrierung) oder Gerate unlerschiedlichen De- 
tektionprinzips (systemubergreifende Kahbrierung) zu kali- 
brieren. Die Kalibrierung kann dabei auf Normwerle, die 
z. B. in ArbcilsgruppCD und Labors verwendet werden, cr- 
foigen, auf die dann Ruoreszen zsignaitr «ius> cxpcriiucuiellen 
Messungen bezogen werden. 

10084] Darnit sind die Sign ale, die bei der Auswerlung 
z. B. eines Sonden-Array basienen Experiments mit unler- 
schiedlichen Detektionssystemen erhalren werden, direki 
vergleichbar (testubergreifender Vergleich). 
[0085] ErfindungsgemaBe Ruoreszenzeichstandards, die 
eine groBe Bandbreite hinsichtlich der Welle nlange und In- 
lensitat der nach Bestrahlung der Polymerschichten in den 
definierten Bereichen hervorgerufenen Ruoreszenz zeigen, 
konnen auch fur testspezifische Referenzierung von Ruo- 
reszenzsignalen verwendei werden. Dies ist moglich, weil 
die testspezifischen Signale z. B auf die Fluoreszenz eines 
definierten Bereichs bezogen werden konnen, deren Eigen- 
schaften in dem Bereich des Testsignals liegen. Damit ist 
eine Normierung der Testsignale moglich. Die unter Ver- 
wendung von erflndungsgemaBen Ruoreszenzeichstandards 
erhaltenen normierten experimentellen Daten sind signifi- 
kant der Fehler, welche aus der Verwendung unterschiedli- 
cher Detektoren bzw. verschiedener Einslellungen der De- 
tektoren resultieren, behoben. Sie konnen daher direkt. mit- 
einander verglichen werden. Damit ermoglichen erfindungs- 
gemaBe Ruoreszenzeichstandards den testubergreifenden 
und gerateubergreifenden Vergleich von Ruoreszenzsignal- 
intensitaten, die bei der Durchftihrung von Sonden-Array 
basierten Experimenten und Tests erhalten worden sind. 
[0086] Ublicherweise werden die Einstellungen von Scan- 
nern den entsprechenden Messergebnissen angepasst. Sind 
bei einem Sonden-Array basierten Experiment die resultie- 
renden Ruoreszenzsignale schwach, werden die Laserlei- 
stung oder die Sensitivitat des Detektors (z. B. die Vorspan- 
nung bei Verwendung eines PMT- Systems oder die Integra- 
tionszeit bei Verwendung eines CCD-Systems) erhoht. Au- 
Berdem unterliegen die Gerate geratespezifischen Schwa- 
nungen. Dies ist. insbesondere kritisch, wenn Ergebnisse aus 
unlerschiedlichen Zeitraumen verglichen werden soilen, da 
z. B. bei Laserscannem die Leistung der eingesetzten Laser 
sich dramalisch andern kann. Ein Vergleich von Ruores- 
zenzintensitatssignalen, die zwar bei der Durchfuhrung von 
gleichartigen Sondenarray-basierten Experimenten, aber zu 
unlerschiedlichen Zeitpunkten gemessen wurden, ist mit er- 
flndungsgemaBen Fluoreszenzeichsiandards problem los 
moglich ("time to time"- Vergleich), da iiber das Bleichver- 
halten des Standards die altersbedingten Geraleschwankun- 
gen normiert werden konnen. Damit konnen mit Hiife von 
erflndungsgemaBen Ruoreszenzeichstandards Detektions- 
systemc auch hinsichtlich ihrcr Aitcrungscigcnschaftcn, wic 
z. B. der Anderung der Lampenleislungen kalibriert werden. 
[0087] Sollen die Fluoreszen zsign ale, die bei der Durch- 
fuhrung von verschiedenen Sonden-Array basierten Experi- 
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mcnien gcnicsscn wurden, miieinander vcrgJichcn werden, 
siclJcn fur die Bewcrtung dcr Ergebnisse insbcsonderc die 
Inhomogenitat dcr biochcinischen und fluidischen Prozesse 
in der Probe so wie die Schwierigkeilen bei der Spoterken- 
nung wan rend der Auswerlung ein erhebliches Problem dar. 
Diese Probleme erschweren den qualitativcn Vergleich ver- 
schiedener Sonden- Arrays. ErfindungsgemaBc Fluoreszen- 
zeichstandards eriauben eine erhebiiche Einschrankung der 
Fehler und qualitative VergJciche von Ergcbnissen, die bei 
der Durch fuhrung von Experimenten mil verschiedenen 
Sonden-Arrays an demselben Gerat, durchgefuhrt wurden, 
werden moglich ("test 10 lest"- Vergleich). 
[0088] Da mit dem dargeslellten Fluoreszenzeichstandard 
auch unterschiedliche Deleklionssysteme kalibriert werden 
konnen, konnen die Ergebnisse von Sonden-Array basierlen 
Experimenten gerale- und system- und damil auch labor- 
ubergreifend analysien werden. 

[0089] Vorrichtungen, die dadurch gckcnnzcichnct sind, 
dass auf einem im Wesentlichen nicht fluoreszierenden Tra- 
ger in einem oder mehreren definierten Bereichen Polymer- 
schichien, die hinsichtlich ihrer Schichldicke und Zusam- 
mensetzung einheilJich sind, aufgebracht sind, konnen eben- 
fails zur Referenzierung von Fluoreszenzsignalen verwen- 
det werden. Solche Vorrichlungen eignen sich insbesondere, 
wenn sie Liber mehrere definierle Bereiche verfugen, zur ge- 
rale- und system ubergreifenden Kalibrierung von Fluores- 
zenzdetektionssyslemen hinsichtlich deren raumlichen Auf- 
losungsvermogens. 

[0090] Die Polymerschichien solcher Vorrichtungen kon- 
nen erfindungsgemaB die gleiche Zusammenselzung wie 
oben ausgefuhn aufweisen, d. h. sie konnen fluoreszierende 
Polymere, Polymergemische mil mindesiens einem fluores- 
zierenden Polymer und/oder zusatzliche fluoreszierende 
Stoffe enthalten. 

[0091] Bei diesen Vorrichrungen sind die In tens i tat und 
der Wellenlangenbereich der in den Bereichen nach entspre- 
chenderBestrahlung hervorgerufenen Fluoreszenz gleicher- 
maBen durch die Wahl der Zusammensetzung der Polymer- 
schichien, der Schichtdicke und durch Veranderungen des 
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brierung von FJuoreszenzdeiektionssysiemen hinsichtlich 
deren Sensiiiviiai und deren geralespezifischen Bieichver- 
h all ens bei denen durch die Zusammenselzung und Dickc 
dcr Polymerschichien festgeleglen Inlensilalen und Wellen- 
langcnbereichen. 

|0095J Im Folgenden sind Bcispiele dargesiellL die beson- 
ders bevorzugte Ausfuhrungsfonnen bzw. Vcrwendungen 
von ertindungsgemaBen Fluoreszenzeichstandards darstel- 
len. Die Beispielc sind in keiner Weise einschrankend zu 
deulen. 

Beispiel 1 
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[0096] Photolilhographische Herstellung eines erfin- 
dungsgemaBen Fluoreszenzeichstandards im WafermaBslab 
(Abb. 1): 

Im Beispiel wird gezeigL, wie ein erfindungsgemaBer uni- 
vcrscllcr Fluoreszenzeichstandard auf poly merer Basis 
durch negative Photolilhographie hergeslellt. wird. Dabei 
wird ein erfindungsgemaBer Fluoreszenzeichstandard her- 
geslellt, der in unlerschiedlichen Bereichen gleicher Fonn 
und GroBc Polymerschichien unlerschiedlicher Dicke, aber 
im Wesentlichen gleicher Zusammensetzung tragi. Damil. 
sind die Inlensitaten der in den Bereichen nach enlsprechen- 
der Beslrahlung hervorgerufenen Huoreszenz proporlioniil 
zur Schichldicke. 

[0097] Als Trager werden Materialien, die im gewunsch- 
len Fluoreszenzspeklrum eine hohe Transparenz und ge- 
ringe Eigenfluoreszenz zeigen, benutzt. Im vorliegenden 
30 Fall wurde Borofloatglas40 der Fimia Schott (BF40, Durch- 
messer: 100 mm, Dicke: 0,7 mm) als Tragennaterial ge- 
wahlt. Das eigentbche Funktionsmaterial (dies sind die Po- 
lymersciiichten) sollte dagegen eine starke Eigenfluoreszenz 
aufweisen. Im gewahllen Ausfiihrungsbeispiel wurde als 
35 Polymer SU8-10, gelosl in PGMRA (organisches Losungs- 
mitlel der Firma Sigma), gewahlt, das die genannten Eigen- 
schaften erfullt. SU8-10 ist. ein negatives, epoxy-basiertes 
Pholopolymer, das bei UV-Bestrahlung unler 365 nm poly- 
merisiert. (US 4 882 245). Die Eigenfluoreszenz und die 



Quervemetzungsgrads vorbesiimmbar und rejproduzierbar 40 Photostrukturierbarkeit haben den groBen Vorteil, dass das 



einstellbar. Auch alle anderen Eigenschaften wie Bleichver- 
halten, GroBe und Form der definierten Bereiche sind auf 
die oben beschriebene Art und Weise einstellbar. Ebehso 
konnen solche Vorrichtungen durch alien oben dargestelilen 
Verfahren hergestellt werden. 

[0092] Solche Vorrichtungen konnen generell zur q uaJi ra- 
ti ven und quant itativen Referenzierung von Fluoreszenzsi- 
gnalen, besonders bevorzugt zur Referenzierung von Fluo- 
reszenzsignalen aus Sonden-Array basierlen Tests und/oder 
zur Kalibrierung von Ruoreszenzdetektionssystemen ver- 
wendet werden. 

T00931 Besonders bevorzugt konnen sie zur Kalibrierung 
von Fluoreszenzdetekuonssystemen hinsichtlich deren 
raumlichen Aufiosungsvennogens verwendet werden. Da 
die in einem oder mehreren definierten Bereichen aufge- 
brachten Polymerschichien hinsichtlich ihrer Zusammenset- 
zung und Schichtdicke einhcitlich sind* eignen sie sich nicht 
zur KalibrieruDg der dynamischen Eigenschaften von Fluo- 
reszenzdelektionssystemen. Auch eine Kalibrierung von 
Detektionssyslcmen iiber den Vergleich der Vernal In isse 
von unterschiedlichen Inlensilalen, die nach Bestrahlung 
von unterschiedlichen Bereichen auftreten, ist mit diesen 
Vorrichtungen nicht moglich. 

[0094] Solche Vorrichtungen konnen aber z. B. zurn Ab- 
glcich von cxpcrimcntcll cmiittcltcn Fluorcszcnzsignalda- 
len auf Nonnwerie verwendet werden und eriauben so, den 
gerate- und syslemubergreifenden Vergleich von Fluores- 
zenzsignalen. Diese Vorrichlungen eriauben auch die Kali- 
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gewahlte Polymer durch phololithographische Verfahren 
strukturiert werden kann. 

[0098] Zu Beginn des Herstellungsprozesses wurde das 
Tragennaterial getempert (180°C\ 20 min). Dadurch wurden 
et waige Adsorbale (oft H2O) entfemt, die eine gufe Haftung 
der SU8 Polymerschicht auf dem Substrat behindern. Urn 
dies zu verstarken, wurde die Oberflache des Substrats mit 
3-Glycydoxypropyltrimethoxysilan modifiziert.. 
[0099] Auf das Substrat wurde dann eine ersle Schicht mit 
einer Dicke entsprechend der gewunschten Fluoreszenz 
bzw. der gesuchlen Sensitivitat aufgebracht (siehe Abb. 1). 
Dafur wurde das Spin-On- Verfahren verwendet, wobei 
durch Wahl der Parameter (Dauer: 305, Umdrehungsge- 
schwindigkeit: 5000 rpm, Beschleunigung: lOOrpm/s fiir 
10 s und lOOOrpm/s fur 20 s, Grad der Verdun nung mit 
PGMEA) die gewunschte Dicke bzw. die Fluoreszenz ein- 
gestellt wurde. Dadurch wurde das Polymer homogen auf 
dem Subsiral verteilt und das Losungsmittel ausgetrieben. 
Die nachfolgende Temperung oberhalb des CJlaspunkies 
(95°C, 15 min. sogenannles Pre-Bake) fonniert und homo- 
genisiert die Schicht. 

[0100] Die Polymerschichten wurden danach mitt els ubli- 
cher Mikrophotolithographie strukturiert.. Dazu wurde durch 
Bestrahlung des Pholopolymers mit UV-Lich l (15 min bei 
ca. 300-450 nm mit 15 mW/cm 2 , sogenannles Exposure) 
seine Loslichkeif im Entwickler (in diescm Fall PGMEA) 
verandert. SU8-10 zeigt ein Ton wen -negatives Verhalten, 
d. h. die U V-belichleien Bereiche polymerisieren und unbe- 
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lichtete Bereiche b lei ben im Entwickler losbar. Die Bestrah- 
lung erfolgte durch Maskenprojektion mittels Lithographic- 
m as ken, die entsprechende dunne Chrom- Strukturen auf 
Quarz aufwiesen. Diese Quarz-Maske besaB die gewunschle 
laicrale Geometrie des Standards, die im MaBstab 1 : 1 in 5 
das Polymer abgebildel wurde. Die kleinslen Strukturen in 
der Maske beslimmten daher auch die kleinslen Strukturen 
des Standards bzw. des zu detekuerenden kleinslen Auflo- 
sungstests auf dem Standard. 

[0101] Nachfblgcnd wurde durch einen Tenipcrscliritt. die 10 
Verne tzung der bclichteten Bereiche vcrvollstandigt (95 "C, 
15 min. so genanntes Post-Exposure-Bake). Die unbelichte- 
ten Bereiche blieben vom Entwickler noch unberiihrL Diese 
o. g. Prozedur (Spin-On, Pre-Bake, Exposure, so genanntes 
Post-Exposure-Bake) wurde nun mehrfach wiederholt, wo- 15 
bei die zuvor bclichteten (und somit vcmetzten) Bereiche in 
nachfolgenden Belichtungsschritlen durch entsprechenden 
Maskcn unbelichtct. blicbcn. Im Bcispicl wurdcn aufcinan- 
der foigend ditr Belackung, Bcliulituug uud Temperung drei 
Mai durch gefuhrt (Abb. 1). Die drei Schichten hatlen dabei 20 
beziiglich des Polymers die folgende Zusammensetzung: 

1. Schicht: SU8-10 (Fa. MicroChem Inc.) gelost in 
PGMEA (Pa. Sigma) 50% w/w 

2. Schicht.: SU8-10 (Fa. MicroChem Inc.) gelost in 25 
PGMEA (Fa. Sigma) 33% w/w 

3. Schicht: SU8-10 (Fa. MicroChem Inc.) gelost in 
PGMEA (Fa. Sigma) 20% w/w 

[0102] Das Photopolymer SU8-10 wurde in unlerschied- 30 
lichen Gewichtsverhaltnissen in PGMEA gelost. Dadurch 
haben die Losungcn unterschiediiche Viskositaten, wodurch 
Polymerschichten mit unterschiedlicher Dicke herstellbar 
sind. Das Losungsmittel wird spiiter weitestgehend ausge- 
Lrieben (zu mehr als 95%), so dass die Polymerschichten 35 
eine im WesentJichen gleiche Zusammensetzung aufweisen. 
[0103] Danach wurde die Poiymerstruktur durch Eintau- 
chen in PGMEA (Fa. Sigma) entwickelt und nochmals ge- 
tempert (120°C, 30 min. sogcnannter Hard-Bake). Infolge- 
dessen entstanden stufenfdrmige geometrische Strukturen 40 
(Abb. 1). Die Stufenhohen konespondieren dann mit einer 
entsprechenden Fluoreszenz-IntensitaL, die lateralen Geo- 
metrien mil dem Auflosungsvermogen. 

Bei spiel 2 45 

Beispiele fur erfindungsgemaSe Fluoreszenzeichstandards 

[0104] In Abb. 2A ist ein erfindungsgemaBer Fluoreszen- 
zeichstandard in Array-Form gezeigl, der auf Borofloatglas 50 
(Firm a Sc hot l) mikrolilhographisch gemaB des Verfahrens 
aus Bei spiel 1 hergestellt wurde. Der Standard besteht aus 9 
Array-Elementen, die alle fluoreszierende Polymerschich- 
ten in quadratischer Form en thai ten. Die Quadrate der 9 Ar- 
ray-Elemente vertugen iiber 3 Intensitatsstufen, welche aus 55 
3 verschiedenen Dicken resultieren. Durch verschiedene 
StrukturgrdBen und Abstande werden verschiedene Integra- 
tionsdichten von molekularen Arrays simuliert. Die Stan- 
dards wurden im WafermaBstab erzeugt und in Chips ver- 
einzelL 60 
[0105] Der Standard eignet sich, urn eine Bestimmung des 
raumlichen Auflosungsvermogens, der geometrischen Feh- 
ler, der abbildenden optischen sowie elekiromechanischen 
und inforniationslechnischen Systeme als auch der Sensiti- 
vital des jcwciligcn Gcrars zum Zcitpunkl der Mcssung vor- 65 
zunehmen. Zusatzlich kann der Standard zur geraleubergrei- 
fenden Bewertung der Fluoreszenzsignale von Sonden-Ar- 
ray basierteh Experimented verwendet werden. Dazu wurde 
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der beschriebene Fluoreszcnzstandard in verschiedenen 
Readersysleruen ausgelescn, als 16 bit-*.tif Bilder exporticrt 
und mit! els einer speziellen Software (IconoClust der Firm a 
Clondiag) analysien_ Die untcrschierilich groRen fluoreszie- 
renden Strukturen auf dem Fluoreszenzeichstandard konnen 
verwendet werden, um geometrische Abweichungen der 
verschiedenen Del eklionssysl cine zu korrigieren. So lasst 
sich beispielsweise die Bildfeldwolbung eines optischen Sy- 
stems zur Fluoreszenzdetektion an hand des dargestellt en 
Fluoreszenzeichstandards durch geeignete Bildverarbei- 
tungsprozesse analysieren und durch entsprechende Einstel- 
lung der optischen oder infonnationstechnischen Elemente 
beheben. 

[0106] Es ist femerhin moglich, die Einstellungen der De- 
tektionssysteme z. B. hinsichtlich der Laser- oder Lampen- 
leistung, der Integrationszcit pro Spot/Subarray oder der Si- 
gnal verstarkung/Einstellung des Detektors auf einen be- 
st i mm ten Wert der rcsulticrcndcn Fluorcszcnz des Standards 
abzustiimiien. Damn kann z. B. der Langzeiturift eines De- 
lektionsapparats, welcher durch Alterungsprozesse der ver- 
we ndeten Laser, Lam pen oder Det ektoren hervorgerufen 
werden kann, besu'rnmt werden. 

10107] Unterschiediiche Fluoreszenzsysteme konnen also 
mittels des Fluoreszenzeichstandards hinsichtlich ihrer lei- 
stungsbeslimmenden Parameter kalibriert werden. Ent.spre- 
chend konnen die Fluoreszenzsignale, die bei der Auswer- 
tung eines Sonden- Array basierlen Experiments mit ver- 
schiedenen Deteklionssystemen gemessen werden, direkt 
miteinander verglichen werden. 

[0108] In Abb. 2B ist ein erfindungsgemaBer Fluoreszen- 
zeichstandard in Array-Form gezeigU der auf Borofloatglas 
(Firma Schou) durch Spotten hergestellt wurde. Zunachst 
wurden fluoreszierende Standards auf verschiedenen Tra- 
gern erzeugU indem Polymergemische SU8 (MCC Inc.) und 
Novolack (AZ 1514 Clariant) im Massenverhaltnis 1 : 2, 
1 : 3, 1 : 5 hergestellt und auf die Glassubstrate aufgebracht 
wurden. Dazu wurden Objekttrager gereinigt und mittels ei- 
nes Nadelspotters (Microgrid 2 /Biorobotics) mit den Poiy- 
mergemischen unter Benutzung einer ungeschlitzten Spot- 
tern adel (Solidpins/Biorobotics) bespottet. Alternativ wur- 
den die Polymergemische mit einem piezogetriebenen Dis- 
penserkopf (Durchmesser 100 um, beheizle Duse der Firma 
microdrop) aufgebracht. Dabei wurde die Dispenserduse ge- 
heizt(55°C). 

[0109] AnschlieBend wurde folgende Behandlung der 
Proben vorgenommen. 

Pre-Bake: 95°C, 15 min 

Exposure: 1 min, 15 mW/cm 2 , Flutbelichtung 
Post-Bake: 95°C, 15 min 
Hard-Bake: 120°C, 60 min 

[0110] Der so hergestellte Standard besteht aus kreisfor- 
migen Bereichen (Spots) einheitlicher Dimensionen, deren 
Polymerschichten sich sowohl hinsichtlich der Dicke als 
auch der Zusammensetzung unterscheiden. Daher verfugt 
der Standard iiber ein breites Spektrum an Intensilalen und 
Wellenlangenbereichen der in den Spots hervorrufbaren 
Fluoreszenz. Der Standard kann in gleicher Weise wie der in 
Abb. 4 A eingesetzt werden. 

Beispiel 3 

Integration von erfindungsgemaBen Fluoreszenzeichstan- 
dards in Tragcrsyslcmc 

[0111] In Abb. 3 ist gezeigU wie ein erfindungsgemaBer 
Fluoreszenzeichstandard auf einem Objekttrager durch Kle- 
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ben aufgcbrachl isL Als Klebcr wurde Polydimclhylsiloxan 
(Sylgard® der Firma Dow) verwendei. SoJche Siandards 
konnen als cx femes Werkzeug /.ur Kalibrierung von unler- 
schiedlichen Delekiionssyslenicn vcrwendel. werden. 

5 

Bci spiel 4 

f0112] Einslellung der lnlensilal und des Bleichverhakens 
bei erfi ndungsgcmaBen Fluoreszenzeichsiandards - Ver- 
wendung von erfindungsgemaGen Fluoreszenzeichsiandards JO 
uber mehrere Messungen hinweg. 

[0113] Iin Beispiel isl gezeigl. dass bei der mikrolilhogra- 
phischen Hersiellung von Fluoreszenzeichsiandards mil Po- 
lymerschichlen in drei unlerschiedlichen Dicken (dl, d2, 
d3) ein Temperprolokoll so gcwiihlt werden kann, dass die 
lnlensilal der in den definierten Bereichen nach niehrfachcr 
Beslrahlung hcrvorgerufenen Fluoreszenz linear abklingL 
[0114] Abb. 4A zcigt das Blcichvcrhallcn dcr drci Schich- 
len ohnc thermische Behandlung. Es handcll sich um ein 
nicht-lineares Bleichverh alien. Abb. 4B zeigl das Bleich- 
verhallen der drei Schichlen nach thcrmischer Behandlung. 
Es handell sich um ein line ares Bleich verbal l en. Zu Lincari- 
sierung des zeillichen Verlaufs der Anderung der resuliic- 
renden Fluoreszenzintensitalen wurden die Proben wahrend 
des HerslelJungsprozesses einer ihennischen Behandlung 
von zwei Stunden bei 180°C im Ofen unterzogen und an- 
schlieBend fur ca. 40 Minulen bei einer Wcllenlange zwi- 
schen 520 und 600 nm mil. 40 mW/cm 2 bcslrahlL. Dabei an- 
derl sich das Inlensil als vernal ten dergestalt, dass sich das 
Dicken verhalrnis nicht mehr direkt proportional dem resul- 
tierenden Inlensilalsverhallnis verhalL, allerdings sind die 
Intensitatsverhalmisse der verschieden dicken Strukturcn 
nun bei Bestrahlung konstant (siehe Abb. 4C). 
[0115] Man erkennt, dass durch Andem des TeiTiperproio- 
kolls Fluoreszenzeich standards herslellbar sind, die uber ein IS 
wesenllich weniger ausgepragtes und wesentlich kon si an te- 
res Bleichverhallen verfugen. Die Messungen erfolgten mil 
einem konfokalen Biochip-Sanner Scanarray 4000 (Pak- 
kard) bei 100% LaserleisLung und 85% PMT-gain. 
[0116] Solche langzeiistabilen Fluoreszenzeichsiandards 
konnen hervorragend zur Kalibrierung von Fluoreszenzde- 
tektionssyslemen hinsichllich ihrer allerungsbedingLen Ei- 
genschaflen verwendet werden, da die Intensitaten der drei 
Schichldicken sich gleichermafien verandem und damil das 
Verhalrnis der Int.ensil.alen der verschieden dicken Schichlen 
konstanl bleibl (siehe Abb. 4C). 



20 

serscanncr hinsichllich ihrer Sensili vital kalibricn werden. 
Die Messungen crlblglen mil einem konfokalcn Biochip- 
Sanner Scanarray 4000 (Packard) bei 100% Laserieisiung 
und 85% PMT-gain. 



Beispiel 6 

Slandardisicrung von Sonden-Array basiencn Experimen- 
len 



30 



40 



45 



Beispiel 5 

Referenzierung von Fluoreszenzsignalen 50 

[0117] Es wurden Fluoreszenzeichstandards wie in Bei- 
spiel 1 hergestellt, bei denen in den definierten Bereichen, 
Polymerschichlen mit unierschicdlicher Dicke aufgebrachl. 
sind. 55 
[0118] Aus Abb. 5 wird deuilich, dass mir diesen Stan- 
dards die Referenzierung von Messungen in unlerschiedli- 
chen Wellenlangenbereichen moglich sind (Cy3 und Cy5 
absorbieren bei unlerschiedlichen Wellenlangen) und die 
gemessenen Intensitaten sich proportional zur Schichidicke 60 
(dl, d2, d3) verhalten. Dieser Fluoreszenzstandard kann da- 
her wegen seines breiibandigen Fluoreszenzverhallens in 
verschiedenen Wellenlangenbereichen zur Kalibrierung von 
Readersysiemen verwendei werden kann. Mit solchen Fluo- 
reszenzeichsiandards, die iibcr cine brcirbandigc Eigcnfluo- 65 
reszenz verfugen, isl zudem eine Referenzierung von Fluo- 
reszenzsignalen in verschiedenen Wellenlangenbereichen 
moglich. Daruber hinaus konnen mit solchen Standards La- 



[0119] Zur Standardisierung von Sonden-Array basierten 
Experimcnlen wurden erfindungsgemaBe Fluoreszenzeich- 
siandards verwendei, die ebenfalls ein Sonden-Array auf- 
wiesen. Der Fluoreszenzeichsiandard kann dann beim Aus- 
lesevorgang vor oder nach der Durchfuhrung der biochemi- 
schen Wcchselwirkungsreakiion jeweils milberucksichligi 
werden (siehe Abb. 6A). 

[0120] Es wurden erfindungsgemaBe Fluoreszenzeich- 
siandards auf epoxidierten Objekttragem (Finna QMT) 
durch Uliraschallbohrung undEinkleben aufgebrachu die in 
den definierten Bereichen Polymerschichlen mil gieicher 
Polymerdicke aber unlerschiedlichem Gehall bezuglich der 
PolymerkomponenLen aufwiesen. Damit zeigen diese Berei- 
che nach enLsprechender Bestrahlung unterschiedliche In- 
lensiiiilen. Auf den Trager wurde dann eine Reihe von PCR- 
Produkien (aceA, acs, amiR, ampG, argC, atpA, creG, icdA, 
napH, rpoA, rpoH, rpoS) durch Spotting (Firma BioRobo- 
lics Microgrid IT) aufgebrachl.. Speziell aufgereinigte und 
mil Fluoreszenzfarbstoffen (Cy3 oder Cy5 der Firma 
Amersham) markierte spezifsche cDNA wurde durch Hy- 
bridisierung an den PCR-Spots immobilisiert.. AnschlieBerid 
wurden die Proben miuels eines konfokaJen Laserscanners 
(Affymetrix, Packard) ausgelesen und die Ergebnisse aiit- 
tels einer speziellen Software (IconoClust der Finna Clon- 
diag) analysicrt.. Dabei erfolgte die Bewertung der Ergeb- 
nisse umer Referenzierung auf die verschiedenen Intensiia- 
len der unlerschiedlichen Bereiche des Fluoreszenzeichstan- 
dards. 

[0121 ) Die drei Balken einer cDNA slehen fur die Refe- 
renzierung der Signaldaien der Hybridisierung auf drei ver- 
schiedene Bereiche des Standards, die unterschiedliche In- 
lensilaten aufweisen. Dazu wurden die Ergebnisse auf die 
verschiedenen Inlensitatsstufen nonniert und unter Beriick- 
sichtigung des Gehalts der Polymerschichlen auf eine Stufe 
gerechnel. Die Graphik (Abb. 6B) zeigt, dass eine solche 
Ruckrechnung zulassig ist, da fur jede cDNA gleiche Ergeb- 
nisse erhallen werden, unabhangig da von, auf welchen Be- 
reich die Messung der cDNA bezogen wird. Somil ist es bei 
bekannteni Gehall. der Polymerschichlen zulassig, jeden Be- 
reich zur Relerenzierung zu verwenden, was die Universali- 
tat des Standards erhdrt. Die Messungen erfolgten mit einem 
konfokalen Biochip-Sanner Scanarray 4000 (Packard) bei 
100% Laserleistung und 85% PMT-gain. 

Beschreibung der Abbildungen 



|0122] Abb. 1 Hersiellung eines erfindungsgemaBen 
Fluoreszenzstandards durch mehrstufige Photolilhographie 
(Negalivprozess). 

[0123] Abb. 2A ErfindungsgemaGer Ruoreszenzsiandard 
in Array- Form, mikrolithographisch hergestellt. auf Boroflo- 
atglas. 

[0124| Abb. 2B Erfindungsgeinafier Fluoreszenzstandard 
in Array- Form, hergesielli durch Spouen auf Borofloaiglas. 
1 01 25 J Abb. 3 Fluoreszenzeichsiandard auf ObjckMragcr. 
[0126] Abb. 4A Veranderungen der resuliierenden Lumi- 
niszenziniensiiaren durch Einwirkung von Strahlung im 
sichibare n Bereich (Bleichen oder Bleaching). Die Inlensitai 
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isi als Grauvvcn angegeben. 

|01271 Abb. 4B Anderung der Fluoreszenzintensilat iiber 
die Anzahl der Messungen in einem WeiBlichl /CCD System 
nach Durchfuhrung eines angepassten Tern perprolok oils. 
Die Intensitat isi als Grauwert angegeben. 5 
[0128] Abb. 4C Durch angepassie Tempcrproiokollc isi es 
moglich, das BleichverhaJlen der polymeren Schichten so 
anzugJeichen, dass Veranderungen der Fluoreszenzausheute 
iiber die Anzahl durchgefuhrter Messungen keinen Einfluss 
auf die rcsulticrenden Inlensitaisverhaltnisse hat. Die obere 10 
Linie gibt das d3/d2- Vernal mis, die unlere Linie das d2/dl- 
Vernal tnis aus Abb. 4 A an. 

[0129] Abb. 5 Messergebnisse eines Scans fur verschie- 
dene Farbsioffe. Die Intensitat ist als Grauwert angegeben. 
Diese Standards sind geeignet zur Normierung von Ergeb- 15 
nissen in verschiedenen Wellenlangenbereichen. 
[0130] Abb. 6 A In verse r Scan eines gespottelcn Sonden- 
Arrays. Im obcrcn Tcil crkcnnt man den Ruorcszcnzcich- 
standard (1). Darunter befindet. sich der Sonden-Array (2). 
Es handelt sich um gespottele PCR-Produkte nach Hybridi- 20 
sierung mit Cy3/Cy5 markierier cDNA. 
[0131] Abb. 6B Es wurden verschiedene PCR-Produkte 
gespotlet und mil. cDNA hybridisien. Die Ergebnisse wur- 
den auf die verschiedenen Inlensilatsstufen von verschiede- 
nen Bereichen normierl. (jeweils die drei Balken) und unler 25 
Berucksichligung des Gehalts der Stoffe in den Polymer- 
schichten auf eine St.ufe gerechnet. Die Grafik zeigt dass 
eine solche Riickrechnung zulassig ist Es ist also bei be- 
kannlcm Gehalt egal, welcher Bereich zur Normierung be- 
nutzt wird. 30 

Patentanspriiche 

1. Vorrichtung zur Referenzierung von Fluoreszenz- 
Signalen, dadurcb gekennzeichnet, dass auf einem im 35 
Wesentlichen nicht fluoreszierenden Trager in definier- 
ten Bereichen mindestens eine nach entsprechender 
Bestrahlung fluoreszierende Polymerschicht aufge- 
bracht ist und dass mindestens zwei der Poiymer- 
schichLen sich hinsichtlich ihrer Dicke und/oder Zu- 40 
sammensetzung unterscheiden. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die Polymerschichien ein oder niehrere 
Polymere enthalten, wobei mindestens eines der Poly- 
mere nach entsprechender Bestrahlung fluoresziert 45 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die Polymere Postiv- und/oder Negativ- 
Photolacke, insbesondere auf Basis von Epoxidharzen 
wie SU8 und/oder Novolacke und/oder PMMA und/ 
oder photosensitives Polyimid und/oder Benzocyclo- 50 
buten umfassen. 

4. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspru- 
cbe, dadurch gekennzeichnet dass die Polymerschich- 
ien neben mindestens einem Polymer zusatzlich fluo- 
reszierende S toff e enthalten . 55 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die fluoreszierenden Stoffe organise he 
Farbsioffe, insbesondere Azofarbsloffe, Triphenylme- 
th an farbsioffe, Porphyninenfarbstofte und/oder anor- 
ganische Farbsioffe, insbesondere metallische Farb- 60 
siofie und/oder Lanthanide umfassen. 

6. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Ansprti- 
che, dadurch gekennzeichnet dass die Intensitat der in 
den Bereichen bei entsprechender Bestrahlung hervor- 
gerufenen Fluorcszcnz durch die Wahl der Schicht- 65 
dicke und/oder der Zu sammensetzung der Polymer- 
schichien einstellbar ist. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
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zeichnct, dass die Intensitat der in den Bereichen bei 
entsprechender Bestrahlung hervorgerufenen Fluores- 
zenz proportional zu der Dicke der in den Bereichen 
aufgebrachten Polymerschichien einstellbar ist 

8. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekenn zeichnct dass die Inlensilal der in 
den Bereichen bei entsprechender Bestrahlung hervor- 
gerufenen Fluoreszenz durch physikalische Behand- 
lungsmelhoden wahrend der Herstellung, bevorzugt 
durch Bestrahlung und/oder Temperaturbehandlung 
einstellbar ist. 

9. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass der Anregungswel- 
lenlaDgenbereich der Polymerschichten durch die Wahl 
der Polymere und/oder der zugegebenen fluoreszieren- 
den Stoffe einstellbar ist. 

10. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Ansprii- 
chc, dadurch gekennzeichnet, dass das Blcichvcrhalt.cn 
der in den Bereichen nach en is pre c hen der iangerer i>e- 
strahlung hervorgerufenen Fluoreszenz durch die Wahl 
der Art. und/oder Menge und/oder Zusammensetzung 
der Polymere und/oder durch die Wahl der Art und/ 
oder Menge und/oder Zusammensetzung der zugege- 
benen fluoreszierenden Stoffe einstellbar ist. 

11. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass das Bleichverhallen 
der in den Bereichen nach entsprechender Iangerer Be- 
strahlung hervorgerufenen Fluoreszenz durch physika- 
lische Behandlungsmethoden wahrend der Herstel- 
lung, bevorzugt durch Bestrahlung und/oder Tempera- 
turbehandlung einstellbar ist 

12. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die maximale Dicke 
der Polymerschichten in mindestens einem der Berei- 
che deutlich kleiner als die minim ale Fokustiefe der zur 
Fluoreszenz-Messung verwendeten Delektionssysteme 
ist 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die maximale Dicke der Polymerschich- 
ten zwischen wenigen Nanometern und maximal 
50 um liegt bevorzugt zwischen 100 nm und 10 um, 
besonders bevorzugt zwischen 200 nm und 5 pm liegt. 

14. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet dass die definierten Be- 
reiche sich in Form und/oder GroBe unterscheiden. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die definierten Bereiche die Form von 
Quadraten und/oder Rechtecken nut Sei ten lan gen zwi- 
schen einigen Nanometern und 5 mm, besonders be- 
vorzugt zwischen 100 nm und 1 mm aufweisen. 

16. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet dass die definierten Bereiche die Form von 
Kreisen mit Durchmessem zwischen einigen Nanome- 
tern und 5 mm, besonders bevorzugt zwischen 100 nm 
und 1 mm aufweisen. 

17. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass die definierten Be- 
reiche in Array- Form auf dem Trager aufgebracht sind. 

18. Vorrichtung nach einem der vorstehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet dass der Trager aus im 
Wesentlichen nicht fluoreszierenden Materialien be- 
stehl, bei denen es sich bevorzugt. um Glas, metalli- 
siert.es Glas, Silizium, Metall und/oder Kunststoffe 
handelt. 

19. Vorrichtung nach Anspruch IS, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Trager aus optisch durchlassigen, im 
Wesentlichen nicht fluoreszierenden Materialien be- 
st eh t bei denen es sich bevorzugt um Glas, besonders 
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bevorzugi um Quarzglas und/oder Borofloai-Glas unci/ 
odcr Kunsislofle, besonders bevorzugi um PMMA 
und/odcr um Polycarbonal handeil. 

20. Vorrichtung nach einem der vorslehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein 5 
Fluoreszenzeichsiandard mil einem im Wescntlichen 
nichl fluoreszierenden Tragersyslem verbunden ist, 
wobei das Tragersyslem bevorzugi. aus Glas, metal li- 
siertem Glas, Silizium, Meiall, und/oder Kunsislofle 
besteht. 10 

21. Vorrichtung nach Anspruch 20, dadurch gekenn- 
zeichnei, dass mindestens ein Fluoreszenzeichsiandard 
mil einem optisch durchlassigen, iin We sent lichen 
nicht fluoreszierenden Tragersy stem verbunden isu 
wobei das Tragersyslem bevorzugi. aus Glas, besonders 15 
bevorzugi aus Quarzglas und/oder Borofloat.-Glas und/ 
oder aus Kunststoffen, besonders bevorzugi. aus 
PMMA und/odcr aus Polycarbonal besteht. 

22. Vorrichrung nach Anspruch 21, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass es sich bei dem Tragersyslem um einen 20 
ublichen Objekttrager handeJt. 

23. Vorrichlung nach einem der Anspruche 1 bis 22, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Trager 
oder Tragersyslem um einen Sonden- Array handelt, 
auf dem be vorzugi rnindestens eine Substanzbibliothek 25 
immobilisiert ist. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass auf dem Sonden-Array Subslanzbiblio- 
theken in Form von Pepliden und/oder Proteinen, be- 
vorzugi in Form von Antikorpern, Rezeploren, Re- 30 
zeplor-Ligand-Molekulen, Hormonen oder biologisch 
aktiven Peptiden immobilisiert sind. 

25. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnei, dass auf dem Sonden-Array Substanzbiblio- 
theken in Form von Nukleinsauremolekulen, bevorzugt 35 
in Form von DNA-Molekiilen und/oder RNA-Molekii- 
len, besonders bevorzugt in Form von genomischer 
DNA, mRNA, cDNA und/oder rmA immobilisiert 
sind. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 21 oder 22, dadurch 40 
gekennzeichnet, dass auf dem Trager- System oder Ob- 
jektlrager Zellen, Gewebeschnitle, pharmazeutisch 
wirksame Verbindungen und/oder Plasmide immobili- 
siert sind. 

27. Verfahren zum Herslellen einer Vorrichtung nach 45 
einem der Anspruche 1 bis 26, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Polymerschichten durch mikroiechnische 
Verfahren, bevorzugi durch photon tographische Ver- 
fahren, durch Trockenalzcn und/oder durch Ion eni im- 
plantation, und/oder durch drucktechnische Verfahren, 50 
bevorzugi durch Spotlen, durch Offsetdruck und/oder 
durch Walzen, durch SpritzgieBen oder durch Oberfla- 
chenpragung auf den Trager aufgebracht und/oder 
slrukluriert werden. 

28. Verfahren zum Herslellen einer Vorrichtung nach 55 
Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass die Poly- 
merschichten durch posilive oder negative phololitho- 
graphische Verfahren auf den Trager aufgebracht und/ 
oder slrukluriert werden. 

29. Verfahren zum Herslellen einer Vorrichtung nach 60 
Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass die Poly- 
merschichten aJs homogene Schichten durch mikro- 
iechnische Verfahren, bevorzugi durch CVD-, PVD,-, 
besonders bevorzugi. durch Spin-On- Verfahren auf den 
Trager aufgebracht werden. 65 

30. Verfahren zum Herslellen einer Vorrichtung nach 
einem der Anspruche 27 bis 29, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Dicke der Polymerschichten in Abhangig- 



24 



keii von den Vcrfahrensparameicrn, besonders bevor- 
zugi in Abhangigkeii von der Viskosital des Polymers, 
von der Tcmperatur, von der Luflfeuchtigkeii odcr von 
der IJnilaufgeschwindigkeil, bei phoioliihographischen 
Verfahren besonders bevorzugi in Abhangigkeii von 
der Beslrahlungs-Dosis, dem Unl wicklungsprozess und 
dent Temper verfahren cingestelli werden kann. 

31. Verfahren zum Herslellen einer Vorrichlung nach 
einem der Anspruche 27 bis 30, dadurch gekennzeich- 
net, dass die geometrische Form der bei entsprechender 
Bestrahlung fluoreszierenden Bereiche durch enlspre- 
chende Aussparungen in einer Maske, bevorzugt in ei- 
ner Lochmaske auf Basis von sirukiurieriem Chrom 
auf Quarz definiert wird. 

32. Verfahren zum Herslellen einer Vorrichtung nach 
einem der Anspruche 27 bis 31, dadurch gekennzeich- 
net, dass das Vemetzungs vernal! en der Polymerschich- 
ten durch Temper- und/odcr Bcstrahlungsproiokollc 
einsleilbar ist. 

33. Verfahren zum Herslellen einer Vorrichtung nach 
einem der Anspruche 27 bis 32, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Vorrichtung mil einem im Wesent lichen 
nichl. fluoreszierenden, bevorzugi optisch durchlassi- 
gen Tragersyslem durch Kleben, durch Lagejustage 
und/oder durch ein Vakuumsyslein verbunden wird. 

34. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 1 bis 26 zur Kalibrierung, bevorzugt zur on- 
line Kalibrierung von Fluoreszenzdeteklionssystemen 
hinsichtlich ihrer Sensiti vital, ihres raumiichen und/ 
oder zeitlichen Aufiosungsvermogens und/oder hin- 
sichtlich ihrer geometrische n und/oder dynamischen 
und/oder alterungsbedingten Eigenschaften. 

35. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 34 
zur Laserleistungsmessung und/oder -steuerung und/ 
oder zur Lampenleistungsmessung und/oder zum Inle- 
grationszeitabgleich und/oder zur Auflosungsanpas- 
sung. 

36. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 34 
zur Flatfieldbestimmung und/oder zur Linearisierung 
von CCD-Readersystemen. 

37. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 1 bis 26 zur Referenzierung und/oder zum 
system- und geraleubergreifenden und/oder tesiuber- 
greifenden Vergleich von Fluoreszenzsignalen, wobei 
es sich bevorzugi um Fluoreszenzsignale von Sonden- 
Array basierten Interaktionsstudien handelt. 

38. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 37 
zum system- und/oder geraleubergreifenden Vergleich 
von Fluoreszenzsignalen durch Normierung der expe- 
rimentellen Ergebnisse auf resultierende In i en si ta ten 
der Polymerschichten. 

39. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 37 
zur Quantifizierung von Fluoreszenzsignalen durch 
Normierung der ex peri men telle n Ergebnisse auf resul- 
tierende Intensitaten der Pol ymersc nichl en zur Defini- 
tion absoluter Ergebnisse oder zur Definition relativer, 
auf die Fluoreszenz poly merer Schichten bczogener 
Ergebnisse. 

40. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 37 bis 39, wobei es sich bevorzugi um Fluo- 
reszenzsignale von Proiein-Protein-Interaktionssiu- 
dien, besonders bevorzugi von Antikorper-Anligen- 
und/oder Rezeplor-Ligand-Interaktionsstudien, und/ 
oder von Nukleinsaure-Nukleinsaure-Interakiionsstu- 
dicn, besonders bevorzugt. von DNA-RNA- und/odcr 
DNA-DNA- und/oder RNA-RN A- Inieraktionssiudien 
und/oder von Prolein-Nukleinsaure-Interakiionsstu- 
dien handelt. 



BNSDOCID: <DE_1 02OO665A1 _l_> 



DE 102 00 865 A 1 



26 



41. Vcrwendung eincr Vorrichiung nach cine in dcr 
Anspruche 1 bis 26 zuni system- und geraleubergrei- 
fenden und/oder testubergreifenden Vcrgleich von zel- 
lularen T .oka 1 i sa t ion sex peri nieni en und (lewebcschnil- 
len. die durch Fluoreszenz- Mi kroskopic auswertbar 5 
sind. 

42. Verwendung eincr Vorrichiung, unifasscnd eincn 
irn Wesenliichen nichl fluoreszierenden Trager, aul 
dem in einem oder mehreren definierlen Bereichen eine 
hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und Dicke ein- to 
heilliche Polymerschicht so aufgebrachl ist, dass dieser 
Bereich oder diese Bereiche nach enlsprechender Be- 
strahlung fluoreszieren, zur Referenzierung von Fluo- 
reszenzsignalen und/oder Kalibrierung von Fluores- 
zenzdetektionssystemen und/oder zuni syslcm- und ge- 15 
rat eubergrei fenden und/oder testubergreifenden Vcr- 
gleich von Fluoreszenzsignalen. 

43. Vcrwendung eincr Vorrichiung nach Anspruch 42, 
wobei die Poiymerschichien ein oder men re re Poly- 
mere, von denen mindesiens ein Polymer nach enlspre- 20 
chender Bestrahlung fluoresziert, bevorzugl Postiv- 
und/oder Negativ-Phololacke, insbesondere auf Basis 
von Epoxidharzen wie SU8 und/oder NovoJacke und/ 
oder PMMA und/oder phot osen si lives Pol yi mid und/ 
oder Benzocyciobulen umfasscn. 25 

44. Verwendung einer Vorrichtung nach eineni der 
Anspruche 42 oder 43, wobei die Poiymerschichien 
mindesiens ein Polymer und zusatzliche fluoreszie- 
rende Sloffe, bei denen es sich nichl urn Poly mere han- 
delt, bevorzugl organische Farbsioffe, insbesondere 
Azofarbstoffe, Triphenylmeth an farbsioffe, Porphyni- 
nenfarbstoffe und/oder anorganische Farbsioffe, insbe- 
sondere melallische Farbstoffe und/oder Lanlhanide 
enlhalien. 

45. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 35 
Anspruche 42 bis 44, wobei die Intensital der in den 
Bereichen bei entsprechender Bestrahlung hervorgeru- 
fenen Fluoreszenz durch die Wahl der Schichldicke 
und/oder der Zusammensetzung der Poiymerschichien 
einstellbar ist. 40 

46. Verwendung einer Vorrichtung nach eineni der 
Anspruche 42 bis 45, wobei die Intensitat der in den 
Bereichen bei entsprechender Bestrahlung hervorgeru- 
fenen Fluoreszenz durch physikalische Behandlungs- 
methoden wahrend der Herstellung, bevorzugt durch 45 
Bestrahlung und/oder Temperaturbehandlung einstell- 
bar ist. 

47. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 42 bis 46, wobei der Anregungswellenlan- 
genbereich der Poly merschich ten durch die Wahl der 50 
Polymere und/oder der zugegebenen fluoreszierenden 
Stoffe einstellbar ist. 

48. Verwendung einer Vorrichtung nach eineni der 
Anspruche 42 bis 47, wobei das Bleichvcrhalten der in 
den Bereichen nach entsprechender langerer Bestrah- 55 
lung hervorgerufenen Fluoreszenz durch die Wahl der 
Art und/oder Menge und/oder Zusammensetzung der 
Polymere und/oder durch die Wahl der An und/oder 
Menge und/oder Zusammensetzung der zugegebenen 
fluoreszierenden Sloffe einstellbar ist. 60 

49. Verwendung einer Vorrichiung nach einem der 
Anspruche 42 bis 48, wobei das Bleich vernal ten der in 
den Bereichen nach entsprechender langerer Bestrah- 
lung hervorgerufenen Fluoreszenz durch physikalische 
Bchandlungsmcthodcn wahrend dcr Hcrslcllung, be- 65 
vorzugt durch Bestrahlung und/oder Temperaturbe- 
handlung einstellbar ist. 

50. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 



Anspruche 42 bis 49, wobei die maximale Dicke dcr 
Polyinerschichi dcuilich kJeiner als die minimale Fo- 
kusticfe der zur Fluorcszcnz-Mcssung vcrwendcten 
Delektionssysieme ist. 

51. Verwendung eincr Vorrichiung nach Anspruch 50, 
wobei die maximale Dicke der Polymerschichl zwi- 
schen wenigen Nanomelern und maximal 50 um liegt, 
bevorzugl zwischen 100 nin und 10 um, besonders be- 
vorzugl zwischen 200 nm und 5 pm liegt. 

52. Verwendung eincr Vorrichiung nach einem der 
Anspruche 42 bis 51, wobei die definicrten Bereiche 
sich in Form und/oder GroGe unlcrscheiden. 

53. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 52, 
wobei die definierlen Bereiche die Form von Quadra- 
ten und/oder Rechtecken mit Seirenlangen zwischen ei- 
nigen Nanomelern und 5 mm, besonders bevorzugl 
zwischen lOOnm und 1 mm aufweisen. 

54. Vcrwendung eincr Vorrichtung nach Anspruch 52, 
wobei die uefi inert en Bereiche die Komi von Kreisen 
mit Durchmessern zwischen einigen Nanomelern und 
5 mm, besonders bevorzugt zwischen 100 nm und 
1 mm aufweisen. 

55. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 42 bis 54, wobei die definierlen Bereiche in 
Array-Form auf den Trager aufgebracht sind. 

56. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 42 bis 55, wobei der Trager aus im Wesent- 
lichen nichl fluoreszierenden Materialien beslehl, bei 
denen es sich bevorzugt uni Glas, metallisiertes Glas, 
Silizium, Metal], und/oder Kunstsloffe handelt. 

57. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 56, 
wobei der Trager aus optisch dure hlassi gen, im We- 
sentlichen nicht fluoreszierenden Materialien besteht, 
bei denen es sich bevorzugt um Glas, besonders bevor- 
zugt um Quarzglas und/oder Borofloal-Glas und/oder 
Kunststoffe, besonders bevorzugl um PMMA und/oder 
um Polycarbonat handelt. 

58. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 42 bis 57, wobei der Fluoreszenzeichstan- 
dard mit einem im Wesenliichen nicht fluoreszierenden 
Tragersyslem verbunden ist, wobei das Tragersysteni 
bevorzugt aus Glas, metallisiertem Glas, Silizium, Me- 
tall, und/oder Kunststoffe bestehl. 

59. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 58, 
wobei der Fluoreszenzeich standard mil einem optisch 
durchlassigen, im Wesentlichen nicht fluoreszierenden 
Tragersy stern verbunden ist, wobei das Tragersyslem 
bevorzugt aus Glas, besonders bevorzugl aus Quarz- 
glas und/oder Borofloat-Glas und/oder aus Kunstsl of- 
ten, besonders bevorzugt aus PMMA und/oder aus 
Polycarbonat besteht. 

60. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 59, 
dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Trager- 
systeni um cinen ublichen Objekttrager handelt. 

61. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 42 bis 60, dadurch gekennzeichneL dass es 
sich bei dem Trager oder Tragersyslem um einen Son- 
den- Array handelt, auf dem bevorzugt mindestens eine 
Substanzbibliolhek immobihsiert isL 

62. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 61, 
dadurch gekennzeichneL, dass auf dem Sonden-Array 
Substanzbibliotheken in Form von Pepliden und/oder 
Proteincn, bevorzugt in Form von Antikorpern, Rezep- 
toren. Rezeplor-Ligand-Molekulen, Hormonen oder 
biologisch aktiven Pcptidcn immobihsiert sind. 

63. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 61, 
dadurch gekennzeichnet, dass auf dem Sonden-Array 
Substanzbiblioiheken in Form von Nukleinsauremole- 
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kulcn, bevorzugl in Fomi von DNA-Molckulen und/ 
oder R_NA-Molekulen, besondcrs bevorzugl in Form 
von genomischer DNA, mRNA, cDNA und/oder 
rRNA iminohilisierl. sind. 

64. Verwendung einer Vorrichlung nach eineni dcr 5 
Anspruche 59 oder 60, dadurch gekennzeichnel, dass 
auf dern Trager-Systcin oder Objektlrager Zellen, Ge- 
webeschnitle, phannazeulisch wirksame Verbindungen 
und/odcr Plasnride imniobilisiert. sind. 

65. Verwendung einer Vorrichlung nach eineni der 10 
Anspruche 42 bis 64 zur Kalibrierung von Fluores- 
zenzdetektionssystenien, wobei die Delekl.ionssysl.eme 
hinsichllich ihres raumlichen Auflosungsvermogens, 
ihrer Sensiiivitat, ihrer geometrischen und/oder ihrer 
alterungsbedingten Eigenschaften kalibriert. werden. 15 

66. Verwendung einer Vorrichlung nach eineni der 
Anspruche 42 bis 64, wobei die Del ekt ion ssyst erne 
hinsichllich dcr Lascrlcislung und/odcr -si cucrung und/ 
oder Lanipenleistung und/oder Auflosungsanpassung 
kalibriert werden. 20 

67. Verwendung einer Vorrichtung nach eineni der 
Anspruche 65 oder 66, wobei die Kalibrierung der 
Fluoreszenzdeleklionssysleme on-line erfolgl.. 

68. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 42 bis 64, wobei die Referenzierung den sy- 25 
si em- und gerateubergreifenden und/oder test.ubergrei- 
fenden Vergleich von Fluoreszenzsignalen, bei denen 

es sich bevorzugl urn Fluoreszenzsignale von Sonden- 
Array basierten Interaktionssiudien handelt, umfasst. 

69. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 68, 30 
wobei der system- und/oder gerateubergreifenden Ver- 
gleich von Fluoreszenzsignalen durch Normierung der 
experimentellen Ergebnisse auf result ierende Intensita- 
ten der Polymerschichten erfolgt. 

70. Verwendung einer Vorrichtung nach Anspruch 68, 35 
wobei die Referenzierung die Quantifizierung von 
Fluoreszenzsignalen durch Normierung der experi- 
mentellen Ergebnisse auf resultierende Intensitaten der 
Polymerschichten zur Definition absoluter Ergebnisse 
oder zur Definition relativer, auf die Fluoreszenz poly- 40 
merer Schichten bezogener Ergebnisse umfasst. 

71. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 68 bis 70, wobei es sich bevorzugl um Fluo- 
reszenzsignale von Protein-Protein-Inleraklionsst.u- 
dien, besonders bevorzugt von Ami korper- Antigen- 45 
und/oder Rezeptor-Ligand-Interaktionsstudien, und/ 
oder von Nukieinsaure-Nukleinsaure-Interaktionsstu- 
dien, besonders bevorzugl. von DNA-RNA- und/oder 
DNA-DNA- und/oder RNA-RNA- Interaktionssiudien 
und/oder von Protein-Nukleinsaure-Inieraktionsstu- 50 
dien handelt. 

72. Verwendung einer Vorrichtung nach einem der 
Anspruche 42 bis 64, wobei es sich um einen system- 
und gerateubergreifenden und/oder testubergrei fenden 
Vergleich von zellularen Lokalisationsexperimenten 55 
und Gewebeschnitren, die durch Fluoreszenz-Mikro- 
skopie auswertbar sind, handelt. 
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